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Uber die biologische Wirkung der Ester des Crotonsdurebetains 


Von 


Erich Strack und Kurt Foérsterling 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitiit Leipzig) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 4. August 193s) 


Unter den Betainen, die im quergestreiften Warmbliitermuskel 
aufzutinden sind, kommt neben Carnitin (CH,),N(OH)-CH,CHOH 
-CH,COOH auch in kleiner Menge Crotonsiiurebetain (CH.), NOH) 
.CH,CH = CH-COOH vor. Durch Wasserabspaltung kann dieses 
aus dem Carnitin entstehen, und es kiunte ebenso auch durch 
Wasseranlagerung im Muskel wiederum in Carnitin tibergehen. 
Kir beide Reaktionsrichtungen wiren im Muskel die Voraus- 
setzungen gegeben. Der reichliche Gehalt des frischen Muskels an 
Carnitin, der 0,02—0,2°/, 


Quelle fiir Crotonsiurebetain sein. 


betrigt, kénnte somit eine ergiebige 


Von den Betainen ist bekannt, dab sie bei der EKinwirkung 
auf biologische Testorgane, wie Herz und Muskel, nur wenig wirksam 
sind,so dai man nicht annehmen kann, sie iibten 1m physiologischen 
Geschehen eine unmittelbare Reizwirkung wie etwa das Acetyl4 
cholin aus. Aber die Betaine kénnen die Grundstoffe hochwirksamer 
Derivate sein. Die verhiltnismibig geringe Wirkung dieser quater- 
niren Ammoniumbasen beruht auf ihrer freien Carboxylgruppe. 
VerschlieBt man sie, z. b. durch Veresterung, so steigt die bio- 
logische Wirksamkeit erheblich an. Beim Carnitin und Acety!- 
carnitin, iiber deren Ester wir spiiter berichten werden, ist die 
Steigerung nicht so ausgepriigt wie bei den Kstern des Crotonsiiure- 
betains, bei denen die Wirksamkeit nahe an die des Acetylcholins 
herankommt. Mit dem Crotonsiiurebetain wollen wir uns in den 
tolgenden Ausfiihrungen befassen. 

Die beiden von uns hier zur Priifung beniitzten Ester, der 
Methyl- und der Athylester, mégen vielleicht nicht gewebseigen 
sein, doch deutet die Méighchkeit der Entstehung solcher Betain- 
ester, sowie ihr chemisches und biologisches Verhalten darauf hin, 
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2 Erich Strack und Kurt Foérsterling, 
daB diese Betainester sehr wohl physiologische Reizstoffe in de: 
Art des Acetylcholins sein kénnen. Fiir die quergestreifte Muskulatu: 
wire es besonders gut denkbar, dai intermedjar gebildete, labil« 
hochaktive Ester der Betaine diejenigen Funktionen ausiiben, di: 
man bisher dem Acetylcholin in erster Linie wohl deshalb zu 
geschrieben hat, weil andere, diesem ihniich wirkende, kérper 
vertraute Basen nicht bekannt waren. 

Bisher sind die im Muskel nachgewiesenen hochaktiven Stoff 
an ihrer acetylcholinihnlichen Wirkung bestimmt worden. Aus- 
reichende Mengen fiir die chemische Identifizierung konnte man 
bisher nicht isclieren. Unseren Untersuchungen nach gelingt es 
aber nicht, die beiden Gruppen der Basenester allein durch die 
biologische Priifung einwandfrei zu unterscheiden. 

Auf Grund unserer bisherigen Erfahrung méchten wir zw 
Bestimmung des Acetylcholins bzw. des Cholins aus Muskel mit 
den biologischen Verfahren bemerken, daB bei der Reinigung und 
Isolierung auch kleine Mengen von Betainester kiinstlich entstehen 
kénnen. Hohe Temperaturen, stiirkeres Abweichen von einer 
schwach sauren Reaktion, wasserentziehende Mittel und die 
Acetylierung mit Acetylchlorid begiinstigen die Umwandlung des 
Carnitins in Crotonsiurebetain. Da auBerdem die Betainsalze, die 
sauer reagieren, mit absoluten Alkoholen leicht zu verestern sind, 
so kénnen bei ungeeigneter Verarbeitung und Reinigung des Cholins 
auch Crotonsiurebetainester entstehen, die dann infolge ihrer 
groBen Wirksamkeit und ihres acetylcholinihnlichen Verhaltens 
bei nur biologischer Priifung Acetylcholin vorzutiiuschen vermégen. 

Durch die Acetylierung wird beim Cholin die Wirksamkeit 
um das 1000—100000 fache abhingig vom beniitzten Testorgan 
gesteigert. Beim Crotonsiurebetain ist nach der Veresterung die 
Wirksamkeitssteigerung zum T'eil noch gréBer — etwa das 5000 bis 
50000 fache und mehr, weil der Grundstoff weniger wirksam ist 
als das Cholin. Beim Reizsystem Cholin—Acetylcholin muB man 
eine wesentliche Bedeutung ihrer physiologischen Wirkungsfihigkeit 
darin sehen, daB die beiden Basen eine hohe Wirkungsdifferenz 
besitzen, und daB sie leicht ineinander umzuwandeln sind. Auch 
bei unseren Stoffen ist die biologisch erwiinschte, groBe Wirkungs- 
differenz vorhanden. Da es sich bei ihnen ebenso wie beim 
Acetylcholin um Ester handelt, so wire fiir sie ebenfalls der 
cleiche biologische Wirkungsmechanismus denkbar. Unsere Ester 
sind gegen hydrolysierende Ejinfliisse bestiindiger als das Acetyl- 
cholin. Wir entnehmen dies daraus, daf sie in den zu priifenden 
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Lisungen linger wirkungsfihig bleiben; dabei sind die Athylester 
etwas leichter zerlegbar als die Methylester. Die fir eine physio- 
logische Wirkungsweise wichtige Frage nach der Zerlegbarkeit 
durch Ksterasen mu8 noch gepriift werden. 

Die Ester des Crotonsiurebetains, insbesondere der Methyl- 
ester, besitzen also alle Voraussetzungen fiir eine physiologische 
Wirkungsméglichkeit in gleichem Mae wie das Acetylcholin. 

Fiir unsere Ester lieBe sich aus ihrem Verhalten am Frosch- 
herzen auBerdem noch ein andersartiger Wirkungsmechanismus 
ableiten. (Kin solcher kénnte mit anderen Estern auch am Muskel 
bestehen.) Der Methylester reizt das Froschherz schon in sehr 
kleinen Konzentrationen. Der Athylester reizt es nicht. Er foérdert 
sogar die Herztiitigkeit und vermindert hierbei mit steigender 
Konzentration den Wirkungsgrad sowohl des Methylesters als auch des 
Acetylcholins, bis schlieBlich deren Wirkung ganz ausgeliéscht wird. 
Diese Wirkung des Crotonsiiurebetainiithylesters, die in den hohen 
konzentrationen wie Atropin anmutet, hingt an der Athylgruppe, 
wie die entsprechenden Ester des Carnitins und Acetylcarnitins 
erweisen, iiber die wir spiiter berichten werden. Man erreicht also 
durch einfache Abwandlung des unspezifischen Ester-Alkohols eine 
entgegengesetzte Wirkung. 

Daraus, daB der Athylester die Wirkung des Methylesters 
beschrinken kann, kénnte man auch das Prinzip einer biologischen 
Steuerung von Reizen ableiten, die ohne Spaltung des aktiven 
Ksters arbeitet. Je nachdem, in welchen Mengen die zwei ent- 
segengesetzt wirkenden Ester wirkungsfihig gemacht werden, miiBte 
sich die ReizgréBe einstellen und die eingestellte weiterhin gut 
abstufen lassen. In gleichem Sinne wiirde eine Reizregelung 
mdglich sein, wenn lediglich in der die Carboxylgruppe besetzenden 
Komponente Anderungen stattfinden wiirden, die den obigen, ent- 
segengesetzten Wirkungsetiekt hervorrufen. Ein solches Prinzip 
hiitte gegeniiber der Reizbildung durch einfaches Freimachen und 
nachherige Spaltung des aktiven Esters mancherlei. Vorteile. — 
Noch leichter steuerbar wire ein solches Reizsystem, wenn es 
sich bei den aktiven Verbindungen nicht um feste Ksterbindungen 
handeln wiirde, sondern um eine leichter trennbare Besetzung der 
Carboxylgruppe. Wiiren geeignete koppelungsfihige Verschluf- 
cruppen gar nur an der Reizstelle vorhanden, z. B. in Gestalt 
cewisser Aminogruppen, so wire dadurch der Wirkungsort bestimmt 
und eine gute Abstufung des Reizes méglich. Bei diesem Ver- 
halten kénnte auch die spezifische Grundbase im Korper zu den 
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verschiedensten Erfolgsorganen transportiert werden, ohne daB d 
hochaktive Reizstoff an sich in den Saften auttritt. Ungezwune: 
erklirt sich auch so, warum bei chemischen Aufarbeitungen un 
biologischen Priifungen nur anveresterte Betaine  festgestel 





























worden sind. 

Der Crotonsiurebetainithylester weist noch in anderer Be- 
ziehung ein besonderes Verhalten auf. Konzentrationen, die ai 
Froschherzen ohne Einflub sind oder es sogar férdern, reizen den 
quergestreiften Froschrektus sehr kriiftig. Dieser Muskel spriclit 
aut Konzentrationen des Athylesters an, die nur etwa 2mal so 
grofh sind als die des Methylesters. Das hieBe also: Durch den 
sleichen Stoff einmal Reizung des Muskels = Arbeit in der 
Peripherie; zweitens Leistungsanregung des Herzens = bessere 
Bewiltigung seiner durch die Muskelarbeit vermehrten Leistung, 
Kin solches Verhalten entspriiche dem Grundsatz einer  sinnvoll 
biologischen Steuerung mit nur einem Stoff in der wechselnden 
Beanspruchung der einzelnen Koérperorgane. 

Im Sinne einer solchen Annahmne liegt auch die Ansprech- 
barkeit des Miiusedarms auf den Athylester. Sie ist im Vergleich 6. 





mit dem Methylester etwa 30 mal kleiner, wihrend der Unterschied Me 
am F'roschrektus und Blutegelmuskel nur ein 2 facher ist. Gelinge: 
deshalb bei einem ier von der Reizung aus der Muskulatur he: 
wesentliche Estermengen bis in den Darm, so wiiren sie vermutlich de 
nicht in der Lage hier zu reizen, da die Reizgrenze nicht er- Mm 
reicht wird. r 0. 
Aut Grund unserer bisherigen biologischen Befunde an s \ 
verschiedenen Testorganen 1liBt sich bei dem fehlenden Beweis, es 
da Betainester iiberhaupt im hdrper vorkommen, fiir einen § iit 
moelichen biologischen Wirkungsmechanismus natiirlich nichts Ge- be 
sichertes aussagen. Aber hier ergibt sich zum ersten Male ein Li 
Anhalt, wie die Betaine, die so reichlich in der Muskulatur vor- lb 
kommen, im Koérper wirken kinnten. Bisher hatten wir davor Kis 
keine Vorstellung. tri 
DaB Betainester z. B. im Arzneischatz das Acetylcholin er- Mf 
setzen kénnen und in manchen Anwendungen thm iiberlegen sini. Ve 
scheint uns gewib. 
ul 
Ergebnisse der biologischen Priifungen sc] 
Die Priifungen unserer Ester haben wir an 4 Organen durcli- 2 
gefiihrt: 1. Miusedarm, 2. Froschherz, 3. Blutegelmuskel, 4. Froscli- mri 


rektus. Die Empftindlichkeit der Organe haben wir mit Acety!- 1a 










































Uber die biologische Wirkung der Ester des Crotonsiiurebetains 
Bd cholin festgelegt, weil mit diesem Stoff schon eine grobe Anzahl 
Ing m Untersuchungen vorliegen, die damit einen gesicherten Ver- 
| Un cleich erlauben. Aus diesem Grunde beniitzten wir das Acetyl- 
ste] cholin als Grundwert und Vergleichszahl. 
Be- 
e am 
1 den 
richt 
al so 
- den 
der 
ssere 
tung, 
nvoll 
nden 1 IT IIT 
; Fig. 1 
‘ech- [. Miiusedarm: 1. 139 y-°/, Crotonsiiurebetainithylester, 2. 0,5 y-°/, Acetylcholin, 3. 0,25 y-9/, 
Acetylcholin, 4. 1,8 y-°/, Crotonsiiurebetainmethy lester. II. Darmstiick: 5. wie unter 4., 
leich 6. 0,125 y-°/, Acetylcholin, 7. 100 y-°/, Atropin, 5 Minuten Einwirkungszeit, 8., 9., 10., 11. 
shied wie unter 5. und > ie 12. 0,5 y-“lo Acetylcholin. IIT. Darmstiick: 15. 0,25 y-"/o Acetylcholin, 
14. 17,9 mg-°/, Crotonsiiurebetain, 15. wie unter 13; ? 3mal je 1 Minute Auswaschen. 
nger 
he 1. Am Miusedarm ist, wie die Fig. 1 zeigt. die Wirkungsweise 
thich der Ester sehr ihnlich der des Acetylcholins. Um an Darmstiicken 
er- it verschieden grofer Empfindlichkeit — gepriift wurde 0,125 y-°/,, 
0,25 y-°/,, 0,5 7-°/, Acetylcholin — die gleiche Wirkung wie mit 
1 SO \cetylcholin zu erzielen, muB man vom Crotonsiiurebetainmethyl- 
vels, ester die 10—20 fache Gewichtsmenge und vom Crotonsiurebetain- 
ine! ithylester die etwa 500 fache Menge verwenden. Das Crotonsiiure- 
Ge- FF letain selbst ist sehr wenig wirksam. Kine 17—18 mg-°/, ige 
ell Lésung entspricht einer solchen von 0,25 y-°/, Acetylcholin. Atropin 
vor- léscht die Wirkung des Crotonsiiurebetains und seiner beiden 
LO! Mister aus. Die Wirkungssteigerung gegeniiber der Grundbase be- 
triigt fiir den Methylester etwa das 4000—7000 fache, fiir den 
er’ \thylester etwa das 150 fache. In Mol ausgedriickt wird das 
1 Verhiltnis noch ein wenig gréBer. 

2. Am Straubschen Froschherzen dienten die Hubhdéhen 
iis MaB der Wirkung. Der Methylester ist, bei einer ver- 
schieden groBen Ansprechbarkeit des Herzens mit 0,2, 0,5, 1 und 

rcli- 2 y-°/, Acetylcholin, diesem wirkungsgleich in einer 2—22 fach 
cli rréBeren Konzentration. Die niederen, 2—5 fachen Konzentrationen 
iaben wir nur vereinzelt bei sehr gut ansprechbaren Herzen 
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von Winterfréschen gefunden; meist benédtigt man zur Wirkung: 
gleichheit die 10—20fache Menge. Nach 6fteren Priifungen m: 
dem Methylester laBt die Ansprechbarkeit des Herzens fiir ih k 
etwas stiirker nach als fiir Acetylcholin. Gibt man Acetylcholi: 
und Methylester zusammen, so summiert sich ihre Wirkung. Di 
Reaktionszeit des Methylesters ist gegeniiber der des Acety!- 
cholins etwas verzégert; seine Wirkung hilt aber linger an. Durch 
Atropin wird die Esterwirkung ausgeléscht (Fig. 2). 
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Fig. 2 
I. Froschherz: 1. 18,4 y-°/, Crotonsiurebetainmethylester, 2. 1 y-°/5 Acetylcholin, 3. 9,2 y-' 
Crotonsiurebetainmethyvlester + 0,5 y-° , Acetylcholin, 4. wie unter 2. — II. Herz: 5. 0,5 y-® g 
Acetylcholin, 6. 0,06 g-°/, Crotonsiurebetainithylester, 7. 3 Minuten Stillstand des Kymo 
graphions, 8. und 9. ausgewaschen ; g'= 2mail je 1’/. Minuten ausgewaschen ; Zeitmarkierung h 
I = 5 Sekunden, II = 3 Sekunden. ‘| 


Der Athylester ruft in der Gréfenordnung, die an de: | 
anderen Organen entsprechend noch wirksam war, keine sichtbare n 
Wirkung am Herzen hervor. Erhéht man die Konzentration an 8 
Athylester, so ist wihrend der Einwirkungszeit meist die Hubhéh Z 
gesteigert. Durch Auswaschen ist dieser Effekt wieder zu be- —- © 
seitigen (Fig. 2). Solange der Athylester auf das Herz einwirkt. 









Uber die biologische Wirkung der Ester des Crotonsiiurebetains 







vird die Wirkung des Methylesters und des Acetylcholins ge- 
liimpft bis zur voélligen Ausléschung unter héheren Athylester- 
konzentrationen (Fig. 3). 











Frosechherz: 1. 9,25 y-°/, Crotonsiiurebetainmethylester, 2. 0,5 y-°/, Acetylcholin, 3. 2,8 mg-°/, 

Crotonsiurebetainithvlester, 4. wie unter 2., 5. wie unter 1., 6. wie unter 2., 7. wie unter 1., 

s. 0,28 mg-°/, Crotonsiurebetainadthylester, 9. und 10. wie unter 2.; gt = 2mal je 1'/, Minuten 
ausgewaschen; Zeitmarkierung: 3 Sekunden. 


























Das Crotonsiurebetain wirkt anscheinend iiberhaupt nicht 
‘m Sinne einer Hubhéhenverminderung. Konzentrationen bis 
0,2 °/, waren wirkungslos, bis 0,5°/, riefen sie eine voriiber- 


0 
gehende Steigerung hervor und 1—2°/,ige Lésungen stérten die 


Herztitigkeit. Die Wirkungen der héherkonzentrierten Croton- 
siurebetainlésungen sind wohl durch Stérungen allgemeiner Art 
(Osmose usw.) hervorgerufen worden. Eine Wirkungssteigerung 
laBt sich daher nur annihernd ermitteln. Sie diirfte fiir den 
Methylester aber etwa das 50000—100000 fache betragen. 

8. Blutegel. Die Priifungen wurden im Vergleich mit Acetyl- 
cholinkonzentrationen von 0,5—25 y-°/, am mit Physostigmin 
sensibilisierten Muskelstiick durchgefiihrt. Schwierig ist beim 
Blutegel ein exakter Vergleich der Ester mit dem Acetylcholin 
deswegen, weil die aufgezeichneten Kurvenverliufe voneinander 
abweichen. Das wirkliche Verhiltnis der Reizstirken ist deshalb 
bei kurzdauernden Versuchen zuungunsten der Betainester ver- 
schoben. Fiir die Aufstellung maximaler Wirkungsstirken eignet 


i sich aber der Froschrektus erheblich besser. Grundsiitzlich legen 
mo ; ‘ ‘ , “ ° , . a + 
ing hier die gleichen Verhiltnisse vor wie beim Froschrektus. Die 


Tab. 1 zeigt dies: In der ersten Zeile sind die Acetylcholinkonzen- 
trationen angegeben, darunter die des Methyl- und Athylesters. 


lel Die dem Vergleich zugrunde gelegte Kontraktionshéhe ist teils 
ure nach bestimmter Zeit teils als maximale (= EK.) angegeben. Mit 
an steigender Reizkonzentration verbessert sich das Wirkungsverhiltnis 
he zugunsten unserer EKster. Die Bestimmungen nach 10 Minuten 
ye- [FF  ergeben meist etwa die halbe, maximale Kontraktion. Auch hierin 


stimmt der Blutegelmuskel ziemlich mit dem Froschrektus iiberein. 
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Tabelle 1 


Blutegelmuskel 





Acetylcholin | 0,5 y-°/, 5 y-"/o 25 y-%o 
Methylester | 20 7-°/, | 35—55 y-°/, (10—15’) | 100—-120 y-°/, (30’); 52 y-°/ (E. 
Athylester — 125 y-"/, (10 u. E.) — 


4. Froschrektus. Wie schon beim Blutegel erdrtert, liiuf 
die Kontraktion nach Gaben unserer Ester langsamer ab als beim 


Acetylcholin. Die zeitlich beschriinkte Messung tiiuscht daher 


einen geringeren Wirkungsgrad fiir die Ester vor. Die Ver- 
zogerung des Kontraktionsbeginnes ist besonders ausgepriigt be: 
Reizkonzentrationen, die eben den Muskel ansprechen lassen. Si 
betriigt dann mehr als das 10 fache der Zeit, die der Muskel bei 
sréBeren Konzentrationen der Ester braucht. In diesen Fiillen 
kontrahiert sich der Muskel auch nur sehr allmihlich und er- 
reicht erst in mehreren Stunden seinen, der Dosis entsprechenden 
hdchsten Kontraktionszustand. Zuweilen erhilt man auf Ester- 
mengen, die 1m Vergleich zum Acetylcholin noch wirken sollten, 
car keine sichtbare Reaktion mehr. Gibt man in diesem ,,latenten“ 
Stadium Acetylcholin oder Ester nach, so ist deren Wirkung jetzt 
vesteigert, etwa entsprechend der Summe der beiden Konzen- 
trationen. Die Wirkung dieser stufenweisen Dosierung entspricht 
nicht einer reinen Potentialreizwirkung. 





Fig. 4. 
Froschre ktus : Acetyleholin bei ie 50 y-° Os bei 2%. 25 y-® os hei 3. 100 y- ns bei :. 50 y-°/,, bei 
6. 50 y-° 3 5. 115 y-?, Crotonsiiurebetainmethylester; Zeitmarkierung: 15 Minuten. 


Wie aus der Tab. 2 deutlich hervorgeht, ist der Wirkungs- 
wert unserer Ester gegeniiber dem Acetylcholin um so giinstiger 
je héher die Reizkonzentration ist. Bei den héchsten verwendeten 
Konzentrationen haben wir mit verkiirzten und belasteten Hebel: 
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arbeitet. Die bestiindige Ansprechbarkeit der Froschrekti libt 
zu, den Verlauf der Wirkungen in Gestalt von Kurven- 
iagrammen iibersichtlich zu gestalten. Die Fig. 4 gibt ein der- 


artiges Diagramm wieder. Mit solchen haben wir die in der 








(Ee ‘lab. 2 niedergelegten Ergebnisse erzielt. 
Die Fig. 4 ist mit dem Crotonsiiurebetainmethylester an- 
‘uti cestellt worden. Sie liBt sich in fast gleicher Art auch mit dem 
elm \thylester und dem Crotonsiiurebetain erhalten. Fiir die einzelnen 
ther Muskel sind die Kurvenverliufe verschieden steil ansteigend, sie 
er- sind jedoch durchweg flacher als beim Acetylcholin. In dem 
bei Diagramm sind die Lésungen entsprechend der Zahlenfolge ge- 
Si seben worden. Die Ansprechbarkeit des Muskels vermindert sich 
bei vihrend des Diagrammes zwar etwas, doch wird dadurch die 
len Kestimmung nicht wesentlich beeintrichtigt. Das Nachlassen 
er- macht sich besonders nach den Betainen bemerkbar. Einzelheiten 
den sind aus dem angefiihrten Diagramm ersichtlich. 
ter- 
ten. Tabelle 2 
en | Froschrektus 
tzt aoe “ae ; : é ; ey : 
= Sp aber a : 63-8 ; bes . 29. ‘04 a 
cht Athvlester 20 — 22 16 15 7,3 5,3 4,2 
Crotonsiiurebetain 1 g-°/, = 12,5 y-°/, Acetylcholin (30’ u. E.). 

Die erste Zeile der Tab. 2 enthilt die zum Vergleich be- 
niitzten Acetylcholinkonzentrationen, die in dieser GréBenordnung 
der Auswertung zugrunde gelegen haben. Sehr deutlich ersieht 
man, daB das Wirkungsverhiltnis bei steigender Konzentration 
sich zugunsten unserer Ester verschiebt. Der Ubersichtlichkeit 
vegen haben wir in Zeile 2 und 3 gleich angegeben, das Wie- 
vielfache an Gewicht von unseren Estern gebraucht wurde, um 
die gleiche Kontraktion zu erreichen wie durch Acetylcholin. Die 
Angaben gelten fiir die maximale Kontraktion, die in 1!/, bis 
~ Stunden erreicht war. ; 

7 Der Methylester ist je nach der Reizgréfe etwa 2—10 mal 
| weniger wirksam als das Acetylcholin. Der Athylester ist 2—3 mal 
reringer wirksam als der Methylester. Bei Zugrundelegung des 

¥§- ingiinstigen, anfiinglichen Wirkungsverhiiltnisses betriigt die Wir- 
er, ungssteigerung gegeniiber dem Crotonsiiurebetain fiir den Methyl- 
en ster immerhin noch etwa das 10000 fache und fiir den Athyl- 


ster etwa das 4000 fache. 














Erich Strack und Kurt Foérsterling, 


Versuchsanordnung. 


Das Crotonsiiurebetain und seine Ester wurden wie friiher beschrieb: 
dargestellt?). Zur Priifung dienten die Chloride. Von den Estern wir! 
eine etwa 3 °/,ige Lisung in Wasser hergestellt. Diese Stammlésung wi: 
durch Verdiinnen mit isotonischen Lisungen, die den einzelnen Organ: 
entsprechen, auf die zu priifende Konzentration gebracht. Beim Croto: 
siiurebetain muB jedoch erst die saure Reaktion beseitigt werden. Da: 
wird etwa 1 g Crotonsiiurebetain-chlorhydrat in wenig Wasser gelést, mit 


33 °/,iger Natronlauge gegen Lackmus eben neutralisiert und mit Wasser 


auf 5 ecem aufgefiillt. Die 20°/,ige Stammlésung wird dann mit den is: 
tonischen Lésungen verdiinnt. Zur Herstellung der Testlésung diente kiiut 
liches Acetylcholinjodid. 

Die Testorgane wurden in iiblicher Weise hergerichtet und die gleich: 
Versuchsanordnung gewiihlt, wie wir sie friiher beniitzt haben’). Méusedarm, 
Blutegelmuskel und Froschrektus hiingen in einem Bad von 20 cem Inhalt. 
In dieses wird die zu priifende Lésung in 1 cem gelést eingespritzt. Beim 
Froschherzen wird ebenfalls die Substanz in 1 ecm gelist verwendet. 

Bei der Priifung der stiirkeren Konzentrationen wird der Froschrektus 
in ein 30 cem fassendes Gefiib eingehiingt und die Schreibhebel verkiirzt 
und belastet. Dadurch erhilt man gleichmiBigere Kurven, und die maximale 
Kontraktion stellt sich meist schneller ein. Beim Acetylcholin war dies fast 
stets nach 30 Minuten, meist jedoch schon nach kiirzerer Zeit erreicht. In 
den Diagrammen wird dann die maximale Kurvenhoéhe verlingert. Die 
Einwirkung der Ester zeichnet man je nach Verlauf 1'!/,—2 Stunden auf. Bei 
den geringeren Esterkonzentrationen war aber auch in dieser Zeit hautig 
die maximale Kontraktion nur anniihernd erreicht. Aber man kann sie ohne 
wesentlichen Fehler als maximal ansehen. 

Der Froschrektus bleibt in seiner Reaktionsfiihigkeit im Verlauf eines 
7—8 stiindigen Diagramms ziemlich konstant. Bei der folgenden von uns 
verwendeten Anordnung libt sich seine Reaktionsfihigkeit festlegen: Der 
Muskel wird anfiinglich mit Acetyleholin bis zur Konstanz auf eine ge 
wiinsechte mittlere Kurvenhéhe eingestellt. Dann wird in Versuchen von 
30 Minuten Dauer von 8 Acetylcholinkonzentrationen zuerst die kleinere 
gegeben, dann die gréBere und zuletzt die anfiingliche Einstelldosis. Hat 
sich so die Konstanz des Muskels erhalten gezeigt, libt man 2 Stunden 
lang den Ester einwirken und schliebt wiederum einen Versuch mit der 
anfiinglichen Einstelldosis an. Aus deren Verhalten kann man nun leicht 
auch die quantitative Abnahme der Reaktionsfihigkeit ermitteln und in 
Rechnung stellen. Meist ist die Abnahme so gering, dab man auf ein 
Berichtigung verzichten kann. Auf gréSere Konzentrationen der Ester lilt 
die Ansprechbarkeit des Muskels stiirker nach als auf Acetylcholin allein. 
Die einzelnen Kurven des Diagramms werden stets auf die gleiche Ausgangs- 
stellung eingestellt. 

Die einzelne Priifung wird folgendermaben angesetzt: Sensibilisieren 
des Muskels mit Physostigmin 1 Stunde lang, dann Priifung der Reaktions 
fihigkeit mit Acetyleholin. Zwischen jeder Priifung wird bei stehendem 
Kymographion zum Auswaschen die Badfliissigkeit 3 mal in Abstinden von 
je 2 Minuten gewechselt; dann lifBt man 50 y Physostigmin 11 Minuten ein 
wirken; anschlieBend: Bei laufendem Kymographion 3 Minuten Leerla 
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n die Grundlinie festzulegen, Einspritzen der Liésung, 12 Minuten (bzw. 
) Minuten oder 2 Stunden) Hauptlauf zur Aufzeichnung der Wirkung und 
inn wiederum wie anfangs Auswaschen und erneute Priifung. 

Das Straubsche Froschherz wird mit Géthlinscher Lisung dureh- 
spillt®), Nach jeder Priifung wird zum Auswaschen 2mal in Abstiinden 
yon je 1'/, Minuten die Lésung erneuert. Als Mab, an dem die verschiedenen 
Stoffe verglichen wurden, diente die auf etwa ?’, verringerte Hubhdéhe. 


Zusammenfassung 

1, Crotonsiurebetainmethylester wirkt iibnlich wie <Acetyl- 
cholin auf Mausedarm, Froschrektus, Froschherz und Blutegel- 
muskel. 

2, Crotonsiiurebetainithylester wirkt ihnlich wie Acetylcholin 
auf Froschrektus und Blutegelmuskel, abgeschwiicht auf Miuse- 
darm, aber nicht auf Froschherz. 

3. Crotonsiurebetainithylester diimpft am Froschherzen mit 
steigenden Konzentrationen die Wirkung des Acetylcholins und 
des Methylesters oder léscht sie ganz aus. 

4. Die Wirkung von Crotonsiurebetain durch Bildung des 
Methylesters steigt fiir Méusedarm auf das 5000 fache, fiir Frosch- 
rektus auf das 10000 fache, fiir Froschherz auf mindestens das 
50000 fache an; durch Bildung des Athylesters fiir Froschrektus 
auf das 4000 fache, fiir Maiusedarm nur auf das 150 fache. 

5. Crotonsiiurebetainmethylester ist am Froschrektus etwa 
2—10fach geringer wirksam als das Acetylcholin, der Athylester 
etwa 2fach geringer als der Methylester. 

6. Die Steuerung der Reizwirkung der Betainester kénnte 
sich auch durch gegenseitige Dimpfung vollziehen. 
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Uber die im Tierkérper stattfindenden Verinderungen 
der an N substituierten Aminoséuren 
Von 


Chin Kyu-sui 


(Aus dem Med.-chem Laboratorium der Medizinischen Schule, 
angegliedert an die NWaiserliche Universitit zu Taihoku) 


1. Mitteilung*): Uber die Entstehung von Kynurenin und Kynurensaure 
aus dem N-Methyltryptophan (Abrin) im Kaninchenorganismus 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. August 1938) 


Uber die Weise des Abbaues der an N substituierten Amino- 
siuren im Tierkérper ist wenig Zuverlissiges bekannt, trotzdem 
eine genauere Kenntnis des Abbaues besonders der N-alkylierten 
Aminosiuren fir die Beurteilung von Wielands Dehydrogenations- 
theorie unerliBlich ist. 


Friedmann’) und spiter Knoop und Oesterlin'’) haben eine 
ziemliche Anzahl von Mono- und Dimethylaminosiuren gepriift, und die 
letzteren Autoren haben nach N-Methyl-phenylalanin-Fiitterung Benzoesiure 
bzw. Hippursiiure, und nach N-Methyl-phenylaminobuttersiure-Fitterung 
Oxy-phenylbuttersiiure aus dem Harn isoliert. In vivo scheinen im all 
gemeinen die Monomethylaminosiiuren verhiltnismiBig sehwer abgebaut zu 
werden [Friedmann’), Knoop und Oesterlin’’), Kapfhammer'’|, 
und die Dimethylaminosiiuren noch grébere Schwierigkeiten zu_bieten 
Friedmann’), Knoop und Oesterlin'’)|, wogegen in vitro die Mono 
methylaminosiiuren viel leichter oxydierbar sind als nicht methylierte Amino 
siiuren, und auch die Dimethylaminosiiuren sich nach Adsorption an Tier 
kohle oder Hiimin [Bergel und Bolz’*)) leicht abbauen lassen, nicht aber 
durch ,das Oxydationsferment der Aminosiiuren“ in der Niere [Krebs"", 
Keilin und Hartree'’)|. Beim Abbau in vitro lassen sich Methylamin 
bzw. Dimethylamin, Kohlensiure sowie Aldehyd bzw. Aceton nachweisen. 
Die Trimethvlaminosiiuren, d. h. die Betaine sind sowohl in vivo als aucli 
in vitro schwer abzubauen. 


In den letzten Jahren haben amerikanische Forscher Fiitte- 
rungsversuche mit einer Anzahl von Methylaminosiuren gemacht. 


Vorgetragen vor der 9. und 10. Hauptversammlung der Japanischen 
Biochemischen Gesellschaft in Niigata (22. September 1936) und Nagasal 


(26. ( \ktober 1937). 
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labei konnten Gordon und Jackson’) bei dem d,l-N-Methyl- 
ryptophan, und Fishmann und White®) bei dem l-N-Methyl- 
histidin Férderung des Wachstums von Ratten nachweisen, wiihrend 
itordon§) eine solche bei dem d,l-¢-N-Mono- und dem d,l-@-N-Di- 
: methyllysin nicht finden konnte. 

Das Abrin, das natiirliche 1-N-Methyltryptophan [Hoshino?%)), 
rweist sich als sehr geeignet fiir das Studium der Abbauwege 
ler N-Methylaminosiiuren im Tierkérper. Nach irgendwie statt- 
tindender Entmethylierung entsteht entweder Tryptophan oder 
uch Indolbrenztraubensiiure bzw. Indolmilchsiure. Wenn die 
Tiere direkt Tryptophan erhalten, so lassen sich aus ihrem Harn 

bare ziemlich groBe Mengen von Kynurensiure [nach Ellinger*, 
5 10,1 °/,, Matsuoka?’) 23,2—25,2°/,, Berg?) 26,0°/,] und auBer- 
lem noch Kynurenin [nach Kotake und Iwao!) 13,5—69,2 ° 
Matsuoka und Yoshimatsu!$) 18,6—21,6 °/, | 
nach direkter Darreichung von Indolbrenztraubensiiure nur kleine 
no- Mengen von Kynurensiiure {nach Ellinger und Matsuoka®) 




























isolieren, wihrend 





lem 12—11,7 °/,, Bauguess und Berg!) 4,3—7,4 °/,] festgestellt 
‘ten § werden konnten. 
Nn s- Wenn nicht zuerst die Entmethylierung stattfiinde, wiirden 
sich nicht Kynurensiiure und Kynurenin, sondern «-N-Methyl- 
sine kynurenin isolieren lassen, vorausgesetzt, dab iiberhaupt zuerst 
die eine Aufsprengung des Pyrrolkerns zwischen dessen @-C und N 
ure vorkommt und daB die Anwesenheit der Methylaminogruppe ohne 
a influB auf diese Aufsprengung bleibt. 
ss Nach den Erfahrungen mit anderen Methylaminosiiuren war 
My) von vornherein zu vermuten, daB das Abrin den Tierkérper zum 
ten fF ‘l’eil unveriindert verlassen kann. Seine Abscheidung aus dem 
oo Harn bietet geringe Schwierigkeiten, da es in Wasser sehr 
‘i schwer, in Siuren und Alkali leicht loslich ist, und auberdem 
ber das Pikrolonat, Phosphorwolframat und die #-Naphthalinsulfo- 
a verbindung in Wasser schwer loslich sind. 
nin Die Kaninchen, denen gréBbere Mengen von Abrin parenteral 
vn einverleibt werden, scheiden interessanterweise neben kleinen 
Mengen des Ausgangsmaterials (2,6—6,4°/,) relativ grobe Mengen 
te von Kynurensiure (19,8—25,4°/,) und Kynurenin (4,2—5,9 °/,) 
a aus, Die Identitit der beiden letzteren Substanzen mit den nach 


ryptophanverabreichung erhaltenen lieB sich auf verschiedenen 
\Wegen nachwelsen. 

Die Menge der nach Abrinverabreichung ausgeschiedenen 
i\ynurensiiure ist so grob, daB das Abrin unter allen Tryptophan- 
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derivaten als Kynurensiurebildner die erste Stelle nach den 
Tryptophan einnimmt. Ebenso steht es als Kynureninbildne: 
unmittelbar nach dem Tryptophan. 


Ks scheint, daB das Abrin nicht so leicht abzubauen ist wi 
das Tryptophan, und daB der Hauptteil des eingefiihrten Abrins 
zuerst der Entmethylierung unterliegt und in Tryptophan um 
gewandelt wird, bevor die weitere Oxydation zu Kynurenin und 
Kynurensiiure vor sich geht. 

Wenn der Stickstoff des Chinolinkerns in der Kynurensiur: 
urspriinglich zum Amino-N des 'l'ryptophans gehérte, wie dies 
von Robson?’) angenommen wurde, so miibte sich nach Abrin- 
verabreichung N-Methylkynurensiiure nachweisen lassen, voraus- 
gesetzt, daB nicht zuerst das Abrin entmethyliert wird. Trotz 
aller Bemithungen aber gelang es uns nicht, N-Methylkynuren- 
siiure zu isolieren. 


Beschreibung der Versuche 


1. Darstellung des Abrins, Die Samen von Abrus precatorius, einer 
auch in Siidformosa hiiufig vorkommenden Papilionacee, werden, ohne sie 
abzuschilen, zu einem mdglichst feinen Mehl gemahlen, mit Gasolin kurz 
entfettet, dann einige Tage in einem groben Soxhlet-Apparat mit Methanol 
extrahiert. Das gréBtenteils schon im Kolben ausgeschiedene Abrin wird 
unter Zusatz von Kohle aus Wasser wiederholt umkrystallisiert; es stellt 
dann farblose Nadeln dar und zersetzt sich bei 296°. 


C,.H,,N,9, Ber. C 66,03 H 6,47 N 12,84 
Gef. ,, 66,27, 66,00 ,, 6,67, 6,63  ,, 18,11, 12,71. 
2. Einige Verbindungen des Abrins. #-Naphthalinsulfoverbindung: 
schmilzt bei 192—194°. 
C,,H,,N,SO, Ber. C 64,70 H 4,94 Gef. C 64,55 H 5,10. 
Pikrolonat: *Rosetten aus gelben Nadeln, Zersetzungsp. 285—286°. 
CH NO, Ber. C 54,77 H 4,60 Gef. C 54,52 4H 4,65. 
Phosphorwolframat: Zuerst élig, krystallisiert allméhlich in langen 
Nadeln. 


Flavianat: bildet gelbbraune Nadeln, manchmal in Biischeln ver- 
einigt, zersetzt sich bei 195°. 


C,,H,,N,SO,- 2H,O Ber. C 56,48 H 4,26 Gef. C 56,20 H 4,65. 
Die genannten Verbindungen, besonders die §-Naphthalinsulfoverbin 


dung sowie das Pikrolonat und Phosphorwolframat, sind in Wasser seh: 
sehwer léslich. 
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3. Tierexperimente. Etwa 2kg schwere Kaninchen werden auf 
eine Diit von poliertem Reis gesetzt und erhalten dann subcutan 2 g Abrin 

w. als Kontrollversuch Tryptophan) in Einzeldosen von 0,5 g auf zwei 
,ufeinanderfolgende ‘Tage verteilt. 

Um die individuellen Verschiedenheiten der Tiere nach Méglichkeit 
auszugleichen, werden sie in Gruppen von meistens 4 Tieren vereinigt, der 
Harn einer jeden Gruppe fiir sich bis 24 Stunden nach der letzten Injektion 
zusammengebracht, mit 5 Vol.-°/)-haltiger Schwefelsiiure versetzt, mit Ather 
iiberschichtet, und 24 Stunden im Eisschrank belassen. Die abgeschiedenen 
Krystalle werden durch Zentrifugieren von der Mutterlauge getrennt und 
als ,.Rohkynurensiure A“ bezeichnet. 

Die Mutterlauge wird mit 10°/,iger Quecksilbersulfatlisung versetzt 

keine Triibung mehr erscheint, und nach 24 Stunden vom Niederschlag 
abgesaugt. Letzterer wird mit Wasser gewaschen, in Wasser suspendiert, 
die Suspension durch Schwefelwasserstoff vom Quecksilber befreit, im Vakuum 
miBig eingeengt und fiir 24 Stunden in den Eisschrank verbracht. Etwa 
abgeschiedene Krystalle werden abfiltriert und als ,,Rohkynurensiiure B“ 
bezeichnet. 

Die beiden Rohkynurensiiurefraktionen A und B werden vereinigt und 
in verdiinntem Ammoniak gelést; sodann wird filtriert, mit verdiinnter Salz- 
siure angesiiuert, der Niederschlag aus Essigsiiure umkrystallisiert, ge- 
trocknet, als Kynurensiiure gewogen. 

Die nach Abscheidung der Rohkynurensiure B verbleibende Mutter- 
lauge wird bei niederer Temperatur im Vakuum vorsichtig auf 15—20 eem 
eingedampft und tiber Nacht in den Eisschrank gebracht, dann werden die 
ausgeschiedenen Krystalle abfiltriert, mit eiskaltem Wasser gewaschen, ge- 
trocknet, als Kynureninsulfat*) gewogen. 

Nachdem auf solche Weise alles Kynurenin entfernt ist, wird die ver- 
bleibende Mutterlauge mit Wasser verdiinnt, mit Baryt von Schwefelsiiure 
befreit, eingeengt. Etwa ausgeschiedene Krystalle werden abfiltriert, ge- 
waschen, getrocknet und gewogen; sie sind unveriindertes Abrin und kénnen 
demnach immer nur bei Abrinharn vorkommen, wogegen sich bei den 
Kontrollversuchen mit Tryptophan aus der auf dieser Stufe erhaltenen 
Mutterlauge keine Krystalle abscheiden; auch fallen alle Tryptophanreaktionen, 
namentlich die Bromreaktion, sowie die Proben von Hopkins und Cole, 
Neubauer-Rhode und Edlbacher negativ aus. 


Die Ergebnisse der Tierversuche sind in den beiden folgenden Tabellen 
zusammengestellt. 

Die von 3 Ansiitzen stammende Abrin-Kynurensiiure wurde vereinigt 
ind nochmals aus groBen Mengen von Wasser umkrystallisiert. Sie bildet 
leicht gelbe Nadeln und zersetzt sich bei 281°; eine Mischprobe mit Tryp- 
tophan-Kynurensiure zeigt keine Depression. Genau wie bei letzterer sind 
sowohl Jaffes wie Kretschys Reaktion positiv, und mit Barium bildet 
sich ein in dreieckigen Bliittchen krystallisierendes Salz. 


*) Beziiglich der Isolierung des Kynurenins hat uns Herr Prof. Kotake 
seinen freundlichen Rat zuteil werden lassen, wofiir wir ihm auch hier 
unseren besten Dank ausdriicken. 















































































Chin Kyu-sui, 
rm 
labelle | , 
Si 
Je 2¢ Abrin pro Kaninchen ” 
= K 
Kaninchen, Harn- |Kynurensiiure Kynurenin Ausges¢ Kk 
: Korper- nee , Abrin hk 
Nr menge =e a J 
vewicht ~ sulfat frei 0). 
= ecm g g £ 
651 1860-—1665 | c 
56 85 68 a : fais) eee Per 
04 Becedimnee T 1.7660 22,1] 0.6180 0,4368 5,5 | 0,2474 
67} 1885—-1660 | 
68 | 2300—-2250 
73] 1960-1865 340 ° 
"7 910° 9917 Ss - 90909a - ‘ { 
4 2190 2219 150 203817 | 25.41 0.4720 | 0,38336 | 4,21 0.5142 | 6,4 \ 
(5) 1900—1970 400 | ? : 
76 | 1695—1670 294 
81} 1920--1630 | 
») YF) PQ2Rf . 
Sa} 20UU 23t g ;' 1700 1.5808 19.810,6633 0.4688 5.9] 0.2103 | 2. 
$3} 2230—2056 
84} 2020- 1760 
fj 
ii 
labelle I] a 
Je 2g Tryptophan pro Kaninchen 
Kaninchen Harn Kynurensiiure Kynurenin 
o F 2 ee co tenet tas menge — 
Nr. | Korpergewicht | sulfat frei 
5 ecm : ¢ g 9 
85 2360 — 2210 | 
86 1880-1860 , , ” 
q 29, IA ‘ , 9G > 
87 2290) 2160 1334 1,124 ai,t 1.7950 1.2656 l 
93 1850-1760 | 1 
94 L8s8Q-—-1860 
0 Ay 12.8 {3s 0166 
v5 | 1920—1930 sein ee | Seer 
96 2060-1940 * 
li 

6,114, 6,287 mg Subst.: 14,202, 14,522 mg CO,, 2,055, 2,228 mg H,O. |: 
4.441 mg Subst. verbrauchten nach Kjeldahl 2,46 cem 0,01 n-H,SQ,. 1 

C,,H,; NO; Ber. C 63,49 H 3,738 N 7,41 If 

Gef. ,, 63,34, 62,99 ,, 3,76, 3,97 —,,_'7,76. 
1s 

In gleicher Weise wie die Abrin-Kynurensiiure wurde auch das Abrin 1! 
Kynureninsulfat aus den 3 Ansiitzen zusammengebracht. Nach der Un o( 
krystallisierung aus Wasser bildet es farblose Nadeln und zersetzt sich 
ungetihr 195°. 

Nachdem in der wiibrigen Lésung die Schwefelsiiure unter Abkiih!e! 
vorsichtig mit Baryt gebunden und das entstandene Bariumsulfat abfiltrier' 
wurde, wird die verbleibende Fliissigkeit im N,-Gasstrom eingeengt und dit 
sich ausscheidenden Krystalle nochmals aus Wasser umkrystallisiert. Das 
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so erhaltene freie Kynurenin krystallisiert in gliinzenden 6seitigen Blittchen, 
zersetzt sich bei langsamem Erhitzen gegen 190°, zeigt die Reaktionen von 
Kotake und Shichiri’) sowie von Otani und Honda"), und beim 
Kochen mit Baryt spaltet sich Ammoniak ab. Eine Mischprobe mit Tryptophan- 
Kynurenin zeigt keine Depression des Zersetzungspunktes. 


3,485, 3,180 mg Subst.: 7,140, 6,520 mg CO,, 1,760, 1,640 mg H,O. — 
3,500, 3,620 mg Subst.: 0,353 (14°, 773 mm), 0,358 (14,5°, 772 mm) ecm N,. 


0,8, Ber. C 55,93 H 5,03 N 11,82 
Gef. ,, 55,87, 55,93 » 5,65, 5,77 ,, 12,20, 11,93. 


Die Mutterlauge des Kynureninsulfats wird mit Wasser verdiinnt, mit 
Baryt neutralisiert, im Vakuum eingedampft. Etwa verbleibendes un- 
veriindertes Abrin, welches sich allmiihlich ausscheidet, wird aus Wasser 
umkrystallisiert; sein Zersetzungspunkt liegt bei 290°. 


C,H, .N,0, Ber. C 66,03 H6,47 WN 12,84 
Gef. ,, (2,45 , 641 ,, 12,95, 18,22. 


Zum SchluB méchte ich den Herren Prof. R. H:irohata und S.Iseda 
fiir ihre freundliche Unterstiitzung mit Rat und Tat meinen herzlichen Dank 
ausdriicken. 
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2. Mitteilung: Uber den Einflu8 des w-N-Methyltryptophans (Abrins) 
auf kiinstliche Anaémie und auf die Ernahrung*) 
Mit 2 Figuren im Text 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. September 1938) 


Wie in der vorstehenden Mitteilung*) festgestellt, wird das 
Abrin im Kaninchenorganismus teils in Kynurenin, teils noch 
weiter in Kynurensiure umgesetzt, teils verlaBt es den Kérper 
unverindert, letzteres allerdings in geringer Menge. Zieht man 
den groBen Anteil von Kynurenin und Kynurensiure in Betracht, 
so ist anzunehmen, da8 das eingefiihrte Abrin gréBtenteils ent- 
methyliert und in Tryptophan umgewandelt wird. Trotzdem scheint 
es uns aber wiinschenswert, diese Anschauung durch médglichst 
verschiedenartige Versuche noch weiter zu begriinden. 

Was speziell die himatopoetische Wirkung des Tryptophans 
anbelangt, so wurde sie seit Hirazawa’) vielfach bestitigt, und 
auch fiir solche Substanzen, welche sich im Tierkérper in Trypto- 
phan umwandeln kénnen, wie Indolbrenztraubensiure und 1(-+)- 
Indolmilchsiure !" 4), nachgewiesen. Auch die Wachstumsfoérderung 
durch derartige Stoffe ist festgestellt worden) ® ®& 10), 

In vorliegender Arbeit habe ich das Abrin auf seine himato- 
poetische Wirkung bei Kaninchen und seinen wachtumsférdernden 
KinfluB auf Ratten untersucht und gefunden, daB das Abrin dem 
Tryptophan in bezug auf die himatopoetische Wirkung in keiner 
Weise unterlegen ist, wennschon sein wachstumsférdernder Kinflus 
ein wenig geringer ist. Schon Gordon und Jackson‘) haben 
mit synthetischem «-N-Methyltryptophan gefunden, daB es schwiicher 
wirkte als Tryptophan, was sie damit erklarten, daB die d-Form 
im Tierkérper nicht ausgentitzt werden kann. 

Wiirde die Methylgruppe des Abrins im Kaninchenorganismus 
nicht als solche allein entfernt werden, sondern als Methylamin, 
so miiBte sich das Abrin in 1(+)-Indolmilchsaiure bzw. Indol- 
brenztraubensdure umsetzen. Letztere Verbindung lift sich natiirlich 
viel leichter in Tryptophan umwandeln als die 1(+)-Indolmilch- 
siure, ihnlich wie dies Knoop!*?%) schon vor vielen Jahren fiir 


*) Gekiirzt vorgetragen auf der 10. Hauptversammlung der Japanischen 
Biochemischen Gesellschaft in Nagasaki (26.Oktober 1937) und dem 10. Natio- 
nalen Medizinischen KongreB yon Japan (Abteilung XIV, Erniihrungslehre) 
in Kyoto (3. April 1938). 
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eine bestimmte Ketosiure festgestellt hat. Auf Grund dieser Er- 
wigung wurde das Studium der Heilwirkung der Indolbrenz- 
traubensiure auf die kiinstlich erzeugte Animie der Kaninchen 
nochmals aufgegriffen, trotz der friiheren Resultate von Kinami!}); 
im Verfolg dieser neueren Studien wurde eine ziemlich betricht- 
liche Unterlegenheit der Indolbrenztraubensiiure gegeniiber dem 
Tryptophan nachgewiesen. Ks besteht also eine sehr hohe Wahr- 
scheinlichkeit, daf im Kaninchenorganismus die Methylgruppe des 
Abrins nicht als Methylamin, sondern durch einfache Demethy- 
lierung entfernt wird, so daB aus Abrin Tryptophan entsteht. 


Beschreibung der Versuche 


1. Hamatopoetische Wirkung des Abrins. Eine Anzahl etwa 2 kg 
schwerer miinnlicher Kaninchen wurden drei Wochen vor dem Versuch 
und wihrend der ganzen Versuchszeit gleichférmig ernihrt. Zur Erzeugung 
kiinstlicher Animie erhielten sie subcutan Phenylhydrazinhydrochlorid. In 
bestimmten Zwischenriumen wurde Erythrocytenzahl, Himoglobingehalt (nach 
v. Fleischl-Miescher), und in der Regel auch Reticulocytenzahl im Ohr- 
venenblut bestimmt. Abrin, Tryptophan bzw. Indolbrenztraubensiure be- 
kamen sie tiglich einmal, und zwar entweder subcutan oder peroral. Fiir die 
Abrinzugaben habe ich die Mengen von 5, 10, 50, 100, 21,4, 42,7, 53,4 mg 
pro kg Kaninchen gewihlt; die lejzteren drei Werte sind iquivalent mit 
20, 40, 50 mg Tryptophan, wodurch ein unmittelbarer Vergleich mit anderen 
Arbeiten tiber die Wirkung des Tryptophans erméglicht wird. 

Der besseren Ubersichtlichkeit halber sind die Ergebnisse in der 
Tabelle I vereinigt. Die Zahlen in der dritten bis fiinften Zeile bedeuten 
die durchschnittliche Anzahl der fiir Heilung der Aniimie benétigten Tage. 


Tabelle I 





Kontrollversuche 
Abrinversuche I, Abrinversuche 


fe | 
subcutan II, peroral lrypto- | Leer- 
phanvers. | vers. 


Dosis mg/kg | 5 10 (21,4 42,7 53,4 53,4 21,450 100 50 











Tierzahl ..}] 38 | 3 /|8 | 8 ( 3 3.1 8 3 3 | 6 3 
Hiimoglobin | 15,3,13,7/10,3,10,0 10,0 10,0} 9,3) 7,7 11,3 | 20,3} 
Erythroeyt. | 15,0 14,0 10,7 10,3 10,9 10,310,080 1,7 | 20,7 
Reticuloeyt. | 14,3.14,0/10,710,3 | 9,3 | 11,0 10,0 19 


Aus dieser Tabelle geht hervor, daB das Abrin eine ziemlich starke 
himatopoetische Wirkung besitzt, und daB, im Bereich der Versuche, mit 
zunehmender Abrinzugabe eine Abkiirzung der Erholungszeit stattfindet. 
Merner zeigt ein Vergleich mit den Resultaten von Hamadas') Tryptophan- 
versuchen, daB in bezug auf die himatopoetische Wirksamkeit kaum ein 
Unterschied zwischen Tryptophan und Abrin besteht. 


9) * 
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Weiterhin wurden Versuche mit Indolbrenztraubensiiure*) angestellt, 
und zwar wurden von dieser Substanz Gaben von 20,3 mg (aiquivalent mit 
20 mg Tryptophan bzw. 21,4 mg Abrin) pro kg zugesetzt. Die Ergebnisse 
folgen in Tab. II. Es bedeuten: 


Vorst. = Durchschnittszahl im Vorstadium. 
Héhep. = Zahl im Héhepunkt der Anidmie. 
K. g. = K6rpergewicht (g). 
Erythr. = Erythrocytenzah! (Millionen). 
Retic. = Reticulocytenzahl (°/)). 

Fettgedruckte Zahlen bedeuten vollendete Restitution. 

Die Tabelle zeigt in ihrer Ausfiihrlichkeit auBerdem die Anlage der 
ganzen Versuche; denn ebenso sind die vorstehenden Versuche mit Abrin 
und Tryptophan (Tab. I) durchgefiihrt worden. Die Originalangaben sind 
hier der Platzersparnis wegen fortgelassen worden. Sie stehen Interessenten 
jederzeit aus dem Archiv unseres Instituts zur Verfiigung. 


Tabelle II 


Versuche mit Indolbrenztraubensiiure, subcutan 




















Kaninchen Versuchstag 

a an ~eent, Hohep. enlaces ania S 
Nr. 5 11 | 14 17 18 
K. g. 1810 1820 | 1650 | 1815 , 1885 | 1895 
| Hb. 11,34 4,94 5,38 9,42 | 10,388 | 10,70 | 11,54 
101) Erythr. | 384 18] iss | 315 | 3840| 375) 381 
| Retic. 3,6 21,9 19,7| 76! 5,8 3,0 3,3 
K. g. 2022 1900 1950 | 1760 | 1750 | 1860 | 1865 
102 Hb. 10,22 3,99 9,25 | 9,82 | 10,06 | 10,22 | 10,38 
"a Erythr. 362 103 280 338 342 389 394 
| Retic. 3,0 21,8 5,5 1,8 1,8 1,8 1,6 
K. g. 2295 2220 2010 1760 1885 1830 1820 
os Hb. 10,86 4,46 6,54 | 7,82 8,14 | 10,54 | 10,54 
) Erythr. 433 141 215 263 268 354 348 
Retic. 0,9 21,8 13,5 7,8 6,5 3,2 | 3,0 


Es ergibt sich daraus, daB die gleich stark geschidigten Tiere bis zur 
Ausheilung unter Zusatz der Indolbrenztraubensiure sehr viel lingere Zeit 
gebraucht haben. Bei keinem der drei Tiere war die Reticulocytenzahl nach 


*) Aus Indol wurde nach Majima und Kotake [Ber. chem. Ges. 5», 
3861 (1922)] Indolaldehyd, und daraus nach Ellinger und Matsuoka 
[Diese Z. 109, 259 (1922)] Indolbrenztraubensiure synthetisiert, deren p-Nitro- 
phenylhydrazon sich bei 152—153° zersetzt. Das ben6tigte Indol wurde 
uns von Herrn Prof. K. Mayeda von der Kaiserlichen Universitit Kyoto 
freundlichst zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihm auch an dieser Stelle 
bestens danken. Ferner bin ich Herrn Prof. Iseda fiir seine Hilfe bei der 
Synthese der Indolbrenztraubensiiure sehr verbunden. 
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estellt, 18 Tagen schon aur Norm zuriickgekehrt; und ebenso hatten die Erythro- 
met anit eyten nur bei einem Tier ihre friihere Héhe wieder erreicht. Allein der 
Gietene Hb.-Gehalt war bei allen 3 Tieren nach 17—18 Tagen wieder restituiert. 

2. Ernahrungsversuche. Die Ernihrungsversuche wurden wie iiblich 
mit weiBen Ratten angestellt. Dabei wurden, in Anlehnung an Jackson‘) 
und an Iwakura, Otani und Taniguchi®) fiir die Normaldiit und die 
tryptophanfreie Grunddiit die in nachstehender Tabelle unter A und B 
verzeichneten Mischungen festgelegt. Die erforderlichen Zusiitze von Abrin 
bzw. Tryptophan zu der tryptophanfreien Grunddiiit wurden unter Beriick- | 
sichtigung der MolekulargréBen der beiden Substanzen in den unter C usw. | 
angegebenen Mengen gemacht. 

an Tabelle III 
— alfsp|[c |v!|eflrl«et|a 
NM sing 
ssenten 
Casein ...... 718,0} — 
Caseinhydrolysat | - 14,4 
i ere 0,3 B B B B B B 
TyTOSM swe J 0,3} 100 g, ]100 g,} 100 g, | 100 g,] 100 g, | 100 g, 
Stirke ...... [57,5] 60,5 
Rohrzucker ... | 10,0] 10,0 |/Trypto-| Abrin |Trypto-| Abrin |Trypto-| Abrin 
a Salzgemisch phan phan phan 
nach Osborne 510,3 | 545,38 | 408,2 | 4362 | 306,2 | 327,2 
“i und Mendel 2,0 2,0; mg mg mg mg mg mg 
Poi Agar-Agar.... | 2,0] 2,0 
pane Butter ...... ~10,0]10,0 
185 Oryzanin..... 0,5] 0,5 
11,3 
381 Was die Versuchstiere betrifft, so sahen wir in allen unseren Parallel- 

3,3 versuchen mit Abrin bzw. Tryptophan darauf, daB sie unter mdéglichst 
1865 gleichen Bedingungen in demselben Raum lebten; namentlich wurden, behufs 
10,38 Ausschaltung individueller und hereditiirer Einfliisse, die aus einem Wurf 

394 oder einer Mutter stammenden Jungen mdglichst gleichmiBig auf die beiden 
1,6 Versuchsreihen verteilt. 
1820 Alle Versuchstiere wurden zuerst fiir 30 Tage mit Diit A, dann wiihrend 
10,54 der unmittelbar folgenden 12 bis 15 Tage mit der unzulinglichen Didét B 
348 erniihrt. Wiihrend letzter Periode erfolgte ein deutlicher und stetiger Riick- 
OV gang des K6érpergewichtes. Daran sich anschlieBend erhielten die Tiere 
entweder fiir 20 Tage die Diiit H bzw. G, oder fiir 48 Tage die Diiten H, 
vis sur I’, D, baw. G, E, C, wodureh der unter Diiit B eingetretene Gewichtsverlust 
e Zeit wieder teilweise ausgeglichen wurde. Zum Abschlu8 der Versuche wurde 
wach wieder fiir 25 bis 28 Tage Diit A gegeben. 
Das Kérpergewicht der Einzeltiere wurde alle 3 Tage festgestellt. 

- Um die Ubersicht zu erleichtern, wurden alle Einzelheiten in den 
er Vig. 1 und 2 zusammengestellt. Aus diesen Kurven ist zu ersehen, daB 
uoka das Tryptophan fast vollstindig durch Abrin ersetzt werden kann, wenn 
Nitro- auch in iquivalenten Mengen das letztere einen etwas geringeren Niihrwert 
— besitzt. 
wh Der Firma T. Fujisawa & Co. A.-G. in Osaka, welche uns durch 
ra Gewihrung eines Stipendiums die Durchfiihrung dieser Versuche sehr er- 
diel leichtert hat, sei auch an dieser Stelle ergebenst gedankt. 
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Die Wirkung der Harnsaure auf die Gréfe der Zellatmung 
Von 


R. Deotto und O. Ricea 


(Aus dem Institut fiir experimentelle Pathologie der Universitat zu Mailand) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 10. November 1938) 


Kine Reihe von Arbeiten beschiftigt sich mit der Wirkung, 
die mehrere physiologisch vorkommende Stoffe auf die GréBe der 
Zellatmung (meistens nach Warburg gemessen) auszuiiben im- 
stande sind?), Kine Untersuchung der Harnsiure in dieser Hinsicht 
scheint deshalb angebracht zu sein, weil dieser Purinkérper nach: 
vorangehenden zahlreichen Untersuchungen eine vielfache Wirkung 
auf die Gewebe zu besitzen scheint: die Harnsiure begiinstict 
nach Chini?) die Diffusion gewisser kolloidaler Farbstoffe durch 
(celatine und durch tierische Membrane; sie steigert in gewissen 
Fallen die Permeabilitiit der Capillaren beim lebenden Tiere’). 
Auf Grund der eigenen Beobachtungen iiber allergische Entziindung ‘) 
und der Beobachtungen von Beltrami®) iiber normergische Ent- 
ziindung betrachtete Rondoni®) die Harnsiure als einen positiv 
humoralen Co-Faktor bei der Entziindung, d.h. als einen Stoff, 
der in ganz kleinen Mengen auf die GefiBwand des Entziindungs- 
herdes von der Blutbahn her einzuwirken und die entziindliche 
Reaktion auf diese Weise zu verstiirken vermag. Schon seit langet 
ist die toxische, ebenso wie die produktive Funktion (Harnsiure- 
granulom), dieser Purinschlacke bekannt; wobei allerdings eine 


') Zusammenfassung bei Krebs, Oppenheimers Handb. d. Biochemie, 
Ergiinzungsw. IB, 1983. 

2) J. exper. Med. (Am.) 53, 1 (1931). 

*) Carbognin, Atti Soc. med.-chir. Padova 12, Juni 1931; Beltrami, 
Arch. Sci. med. 57, 221 (1983). 

*) Verh. dtsch. path. Ges. 25. Tagung, 1980, S. 119. 

") ee ae@, 

*) Rendie. Ist. Lombardo scienze e lettere 63, 1045 (1932); Wien. med. 
Wschr. Nr. 44, 19387. 
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ta) y4t9) 


Reizwirkung auf den histiocytiiren Apparat nach Chini‘) an- 
zunehmen und zu wiirdigen wire. Neuerdings haben Forbes und 
Neale’) gefunden, daB gewisse Leberextrakte die toxische Wirkung 
des CCl, und Chloroforms auf Leberparenchymzellen aufzuheben 
imstande sind und den entgiftenden Stoff als Xanthin identifiziert. 
Auch andere Purinkérper (Guanin) wurden als entgiftend an- 
erkannt. Neale und Winter’) fanden in einer griindlichen Unter- 
suchung iiber die schiitzende Funktion vieler Stoffe den genannten 
Zellgiften gegeniiber, daB auch Harnsiiure eine solche, wenn auch 
recht geringe, besitzt. Von vornherein ist also eine Beeinflussung 
des Zellstoffwechsels durch Harnsiure zu erwarten, und es lohnte 
sich, eine solche genau zu messen, ebenso wie es Kisch!?%) fiir 
den Harnstoff gemacht hat. Wir haben nun gefunden, daB der 
O,-Verbrauch, manometrisch an Leber-Gewebeschnitten 
Ratte und Meerschweinchen) gemessen, durch Harnsdure 
stets deutlich erhéht wurde. Der Grad der Verstiirkung 
schwankt etwas bei den einzelnen Bestimmungen, man darf im 
allgemeinen sagen, dab — O,-Verbrauch bei den Kontrollen ohne 
Harnsiure gleich 100 gesetzt — der Verbrauch bei den harn- 
siurehaltigen Ansiitzen durchschnittlich 140—145 betrigt: also 
beinahe eine 50°/,ige Erhéhung der Oxydation (vgl. Versuchsteil). 
Kine Untersuchungsreihe aber nach der Ahlgren-Thunbergschen 
Methode (Methylenblau als Wasserstoffacceptor) zeigte, daB die 
Dehydrierungsvorgiinge im Leberbrei durch Harnsiiure nicht ge- 
steigert, eher gehemmt werden (vgl. Versuchsteil); worin wahr- 
scheinlich einfach eine ganz unspezifische schidigende Wir- 
kung zum Ausdruck kommt. Die von uns untersuchten Lebergewebe 
gehéren Tierarten an, die Harnsiure im Stoffwechsel zu oxydieren 
vermégen; es ist also wahrscheinlich, daB der festgestellte Mehr- 
verbrauch an Sauerstoff der Verbrennung dieses Kérpers wenigstens 
zum ‘Teil zuzuschreiben sei. Jedenfalls soll diese Atmungssteigerung 
im Lebergewebe nicht mit einer Aktivierung der Dehydrasesysteme 
einhergehen, eher trotz einer gewissen Hemmung solcher vor sich 
gehen und eine Beeinflussung der Sauerstoffaktivierung durch das 
eisenhaltige Atmungsferment ausdriicken. Es handelt sich im 
Grunde um eine an iiberlebenden Geweben erhaltene Bestiitigung 
der mit Sauerstoffverbrauch einhergehenden urikolytischen Funk- 


‘) Arch, ital. Anat. e Istol. pat. 1, 859 (1930); Sperimentale 85, 53 (1931). 
*) Proc. Soe. exper. Biol. a. Med. (Am.) 34, 319 (1936); Neale, Science 
S6, 83 (1987). *) J. Pharmacol. (Am.) 62, 127 (1938). 
'*) Biochem. Z. 271, 58 (1934). 
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tion, deren enzymatische Werkzeuge Felix und Mitarbeiter!) so 
griindlich untersucht haben. 

Diese Forscher haben mit Leberpulver oder -extrakten ge- 
arbeitet; so daB unsere Ergebnisse, obwohl bei anderer Kinstellung 
des p,, und mit verschiedener Methodik ausgefiihrt, als iiberein- 
stimmend im Sinne einer Steigerung des Stoffwechsels durch Harn- 
siure betrachtet werden diirfen. Wir haben aber auch mit Ratten- 
und Meerschweinchenniere gearbeitet und keine Verinderung 
oder einige Male sogar eine sehr leichte Abnahme der Atmung 
gefunden. Das darf als Beweis dafiir gelten, daB der Stoffwechsel 
der Nierenzellen durch Harnsiiure nicht beeinfluBt wird, daB diese 
Zellen die Purinschlacke nicht zu verarbeiten vermégen, eher eine 
gewisse Schadigung dadurch erleiden kénnen. 


Endlich wurde die anaerobe und aerobe Glykolyse besonders 
untersucht und bei den Leberschnitten eine ganz kleine Steigerung 
der anaeroben Glykolyse gefunden, d.h. eine schwache Anfachung 
des Stoffwechsels auch unter O,-AusschluB. Die Nierenschnitte 
ergaben keine Verinderung der beiden Glykolysearten; was mit 
dem vorherbesprochenen Verhalten der Atmung in Parallele 
gesetzt werden darf. 


Versuchsteil 


1. Der Verbrauch von O, wurde an Gewebeschnitten manometrisch 
mit der Warburgschen Apparatur gemessen. Die im Atmungsversuche 
verwandte Gewebsmenge schwankte zwischen 2 und 6 mg Trockensubstanz. 


Die Suspensionsfliissigkeit war bei den Kontrollen die gewoéhnlich fiir 
die Versuche nach Warburg verwandte Ringerfliissigkeit: NaCl (0,155 mol.) 
96 Teile; KCl (0,155 mol.) 2 Teile; CaCl, (0,11 mol.) 2 Teile; NaHCoO, 
(0,155 mol.) 2 Teile. Die Harnsiiure enthaltende Flissigkeit wurde so her- 
gestellt: eine gewisse UberschuBmenge Harnsiiure (Merck) wurde der ge- 
wohnlichen Ringerfliissigkeit zugesetzt, '/, Stunde bei 88° stehen gelassen 
und dann durch Papier filtriert. Bei einigen Versuchen, die zum Zwecke der 
Bestimmung der aeroben Glykolyse ausgefiihrt wurden, wurde eine Fliissig- 
keit mit 20 Teilen Bicarbonatlésung (anstatt 2) und mit 0,2°/,iger Glucose 
vorbereitet. Birnenférmige Trége, mit einem Volumen von 17—19 cem und 
mit ZentralgefiBen fiir Kalilauge, wurden verwandt. Die Versuche wurden 
in O, ausgefiihrt. Fiir die Bestimmung der aeroben Glykolyse kamen die 
Methoden des groBen und des kleinen Volumens in Anwendung. Die Ver- 
suchsergebnisse, was 9,-Verbrauch anbetrifft, sind in Tab. 1 wiedergegeben. 
Eine Versuchsreihe, die in Luft, anstatt O,, ausgefiihrt wurde, ergab zwar 
kleinere Atmungswerte, aber mit entsprechenden Unterschieden zwischen 
den Ansitzen mit und ohne Harnsiiure. 


11) Klin. Wschr. 9, 292 (1930); Diese Z. 180, 90 (1929). 
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Tabelle 1 
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i | Rattenleber |1.Std.] — 6,75 | —10,02 | 148,4 
2.Std.]— 4,62! — 6,25 | 135,38 




















2 desgl. 1.Std.] — 8,80 —10,35 | 117,6 | + 2,12} + 1,75 
2.Std.]| — 7,40 — 9,86 | 133,38 + 1,30) + 1,37 
desgl. 1.Std.}] — 9,05; —11,85 | 130,9 + 0,56} + 2,76 
2.Std.] — 8,42) —10,78 | 128 + 0,56) + 1,60 
4 Meer- 1.Std.] — 6,75 | —10,92 | 161,8 | 
schweinchen- |2.Std.] — 3,54) — 9,30 | 262,7 | 
leber | | 
5 desgl. 1.Std.] — 7,51) —10,25 | 136,5 
2.Std.f— 5,92] — 7,13 | 120,5 
6 desgl. 1.Std.}] — 7,32) — 9,82) 134,1 
2.Std.] — 6,01) — 9,43 | 156,9 
7 desgl. 1.Std.] — 3,65) — 9,51| 260,5] 0 0 + 0,57! + 2,33 
2.Std.]| — 1,82) — 5,12/281,3] 0 | O + 0,68) + 2,48 
S| Rattenniere |1.Std.] —27,77) —20,95| 75,4 0 | O 
2.Std.| —18,72| —16,58 886); 0 | 0 | 
9 desgl. 1.Std.] —15,70 | —15,14) 96,4] +0,7 | +3,9 | 411,79) + 7%) 
2.Std.]| —15,70, —15,14| 96,4] O | 4-4,7 | +10,89) +10,5 
10 desgl. 1.Std.] —12,21) — 8,56) 70,1) +1,8 | +4,7 | + 62 + 4,9 
2.Std.] —10,18| — 8,56) 84,1] +2 +3,1 | + 5,8 | + 5,5 
11 Meer- 1.Std.] — 9,92) — 8,37) 84,4] +3,68) +339] + 7,17 + 7,18 
schweinchen- |2.Std.}] —10,33  —10,05| 97,3] +0,02) 0 + 6,47) + 6,29 
niere | | 
12 desgl. 1.Std.} —12,82) —12,56) 98 eo i + 5,95 + 5,82 
2.Std.| —10,78 -—10,77| 99,9} O | O + 5,80 


*) Tier wahrscheinlich krank (Otitis). 


2. Die Dehydrierungsvorgiinge wurden mit Methylenblau als Wasser- 


toffaeceptor nach der Methode von Ahlgren-Thunberg untersucht. Der 
Ansatz bestand aus 0,8 g Gewebsbrei, 4,5 ccm Suspensionsfliissigkeit (Ringer 


oder Harnsiure-Ringer, Glucose-Ringer oder Harnsiiure-Glucose-Ringer), 
1,5 cem */,;, mol. Phosphatpufferlésung (py = 7,3), 4 cem 1: 5000-Methylen- 
a Alle Versuche doppelt ausgefiihrt. Tab. 2 gibt die Ergebnisse 
wieder, 
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Tabelle 2 


Wirkung der Harnsiure auf die Dehydrierungsvorginge 
(Ahlgren-Thunberg) 


R. Deotto und O. Ricca, Die Wirkung der Harnsiure usw. 
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Der intermediare Stoffwechsel der Citronensiure 
Il. Mitteilung*) 


Von 


Carl Martius 


Mit 4 Figuren im Text 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Tiibingen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 24. Oktober 1938) 


Vor einiger Zeit sind an dieser Stelle Versuche mitgeteilt 
worden, aus denen hervorging, daf der Abbau der Citronensiure 
in der Hauptsache einen ganz anderen Verlauf nimmt, als man 
bisher allgemein angenommen hatte. Die Ergebnisse dieser Arbeit 
sind inzwischen auch von anderer Seite voll bestiitigt worden; 
die Bedeutung der Befunde fiir den Aminosiurestoffwechsel, speziell 
den der Glutaminsiure, auf den in der ersten Mitteilung bereits 
hingewiesen worden war, ist durch die Arbeiten von Kuler und 
Adler?) iiber die Glutaminsiiuredehydrase und die von Braun- 
stein und Kritzmann?) iiber Umaminierungen mit Glutamin- 
siiure jetzt besonders deutlich geworden. 

Die Uberlegungen, die zur Aufstellung des neuen Abbau- 
schemas gefiihrt hatten, waren davon ausgegangen, dab eine 
Dehydrierung — und um eine solche muBte es sich beim Citronen- 
siureabbau doch offenbar handeln — immer nur an Stoffen mit 


der Atomgruppierung H-C-OH (baw. H CNH, und —C—C- 

| | HH 
angreift — nach allem was wir bis jetzt iiber Dehydrierungs- 
reaktionen wissen. Die sich fiir den Fall der Citronensiiure 
damit ergebenden prinzipielien Schwierigkeiten, den Reaktions- 
verlauf zu formulieren, hatte man bisher auf verschiedene Weise 
zu umgehen versucht. 





*) I. Mitteilung: Diese Z. 247, 104 (1937). 
1) Diese Z. 252, 14, 27 (1988); 254, 61 (1938). 
*) Nature 140, 503 (1937). 
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So hat Thunberg vorgeschlagen, die Oxydation der Citronensiiure 

als Dehydrierung einer Orthosiure zu formulieren. Nach einer anderen, 

. mehrfach geiiuBerten Ansicht soll die Primiir- 

HOOC—CH, eOH__reaktion des Citratabbaus in einer Abspaltung 

HOeC—CeOH von Ameisensiiure und Bildung von Aceton- 

HOOC—CH, ®OH = dicarbonsiiure bestehen. Diese letztere Ansiclit 

insbesondere schien durch verschiedene experi- 

mentelle Befunde gesichert und hat sich trotz manchen Widerspruchs bisher 
behauptet. 


Im Gegensatz zu diesen ilteren Theorien steht das von mir 
aufgestellte Abbauschema, welches iiber cis-Aconitsiure und 
Isocitronensiure zu «@-Ketoglutarsiure fiihrt und in dem eine 
anaerobe Umlagerung der Dehydrierung vorausgeht, in bester 
Ubereinstimmung mit den Erfahrungen iiber den Verlauf von 
Dehydrierungsreaktionen. Damit waren jedoch — wie bereits in 
der I. Mitteilung angedeutet wurde — mehrere neue Probleme 
aufgetaucht, die nunmehr einer Lésung entgegengefiihrt werden 
konnten. 

Es galt einmal, die Widerspriiche aufzukliren, die sich 
zwischen den yon anderen Forschern gewonnenen Ergebnissen 
und meinen Befunden erhoben, und die einer allgemeinen Annahme 
des neuen Abbauschemas noch im Wege standen. 

So ist von verschiedener Seite angegeben worden, daB beim 
Abbau von Citronensiure durch Pilze oder Bakterien Essigsaure 
in Mengen von iiber 1 bis fast 2 Mol entsteht. Wird Citronen- 
siure nun iiber «-Ketoglutarsiure, Bernsteinsiure—Oxalessigsiure 
abgebaut, so diirfte es nur zur Bildung von héchstens 1 Mol 
Essigsiure kommen. Weiterhin hatte Walker’) beim Abbau von 
Citronensiure durch B, pyocyaneus das Auftreten von Aceton in 
einer Menge bis zu 65°/, der theoretischen beobachtet. Besonders 
diese Tatsache muBte es zunichst als wahrscheinlich erscheinen 
lassen, daB neben dem Abbauweg iiber a-Ketoglutarsiiure noch 
ein anderer iiber Acetondicarbonsdure existiert. 

Weiterhin erhob sich die Frage, ob zwischen den als Zwischen- 
produkt des Abbaus angenommenen Verbindungen cis-Aconitsiure 
und Isocitronensiure sowie der Citronenséure ein enzymatisches 
Gleichgewicht besteht, und daran schlof& sich die Frage nach der 
Art des bisher als Citrico-dehydrase bezeichneten Enzymsystems an. 

Schon in der ersten Mitteilung wurde berichtet, daB sich aus 
cis-Aconitsiure bei Einwirkung von Citrico-dehydrasepraparaten 


1) J. Butterworth u. Walker, Biochemic. J. 23, 926 (1929). 
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Citronensaiure im Betrage von mindestens 65 °/, bildet. Inzwischen 
hat F. L. Breusch!) diese Frage aufgegriffen, ohne in seiner 
Arbeit zu sicheren, abschlieBenden Ergebnissen gelangt zu sein. 
Er war dabei auf die schon von Hahn beobachtete Erscheinung 
sestoBen, daB sich mit Leber- oder Muskelbrei kein bestiindiges 
Gleichgewicht einstellt, sondern da8 auch unter viéllig anaeroben 
Verhiltnissen Citronensiure langsam verschwindet, und hatte diese 
Schwierigkeit durch Verwendung von Tumorgewebe zu umgehen 
versucht. Kam dieser anaerobe Schwund — wie anzunehmen -— 
unter Vermittlung zelleigner Acceptoren durch die Wirkung der 
vorhandenen Dehydrase zustande, so muBte sich durch deren 
Ausschaltung ein stabiler Endzustand erreichen lassen. Diese 
Ausschaltung gelang durch Vergiftung mittels Selenit, welches 
schon in 0,004 molarer Konzentration die Dehydrase vollstindig 
blockiert ohne die hydratisierenden Fermente zu schidigen. Auch 
Toluol erwies sich in héheren Konzentrationen als brauchbar. So 
war es méglich, mit dem verschiedenartigsten Material die Um- 
wandlung von cis-Aconitsiure und Isocitronensiure in Citronen- 
siure zu verfolgen. Gepriift wurden: Muskelbrei (Kaninchen), 
Leberbrei (Kaninchen, Rind) und Phosphatausziige aus Gurken- 
und Bohnensamen. Alle diese Priparate fiihrten cis-Aconitsiiure 
zu fast 100°/, in Citronensiure tiber. Dagegen ergab — wie 
sich erwarten lieB — die synthetische Isocitronensiure unter den 
sleichen Bedingungen nur etwa 50°/, Citronensiiure, d. h. es 
wurde nur die natiirliche Form der Siure umgelagert. 

Da das Analysenverfahren, besonders bei Verwendung eiweib- 
reicher Enzymlésungen, jedoch eine nicht zu vermeidende Fehler- 
breite von mehreren Prozenten aufweist, war es hiermit nicht 
miglich zu entscheiden, ob die mehrfach gefundenen Werte einer 
0—95 °/, igen Citronensiurebildung real seien oder ob nicht das 
Gleichgewicht doch zu praktisch 100°/, auf Seite der Citronen- 
siure liege, und die beiden anderen Saiuren eben nur zu dem 
Betrage existierten, in dem sie als Enzym—Substratverbindung 
an das Enzym gebunden angenommen werden konnten. Diese 
Auffassung muBte zuniichst ais die plausiblere erscheinen, da eine 
derartige Umwandlung der ja viel untersuchten Citronensiure 
bisher nie beobachtet worden war. 

Die Lésung dieser Frage setzte eine ganz genaue Bestimmung 
der anderen Sduren voraus, welche bei der Isocitronensiiure 


) Diese Z. 250, 262 (1937). 
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— 


schlieBlich auf optischem Wege gelang. Diese Saiure besitzt zwei 


asymmetrische C-Atome, und es miissen daher vier optisch aktive 
Formen (d,d; 1,1; 1,d; d,l) und zwei verschiedene Racemgemische 
existieren. Da die synthetische Saiure zu 50°/, in Citronensiure 
umgelagert wird, muBte sie unter der sehr wahrscheinlichen An- 
nahme, daB das Enzym nur auf eine der vier optisch aktiven 
Formen eingestellt ist, das Racemgemisch d,d/1,1 oder d,1/1,d 
darstellen. Bei der Umlagerung in Citronensiure muBte demnach 
die unnatiirliche Form zuriickbleiben, und zwar in optisch aktiver 
Form, was in der Tat der Fall ist. Die Messung der optischen 
Drehung dieser Siure wurde dadurch erleichtert bzw. erméglicht, 
daB sich — wie bei den aktiven Apfelsiuren —- bei Zusatz von 
Ammonium-Molybdatlésung eine komplexe Molybdatverbindung 
mit sehr hoher spezifischer Drehung bildete. Unter der Annahme 
einer genau 50°/,igen Umwandlung der Isocitronensdure erga 
die Bestimmung und Berechnung der spezifischen Drehung (vel. 
Versuchsteil) des Molybdatkomplexes der zuriickbleibenden nicht 
natiirlichen Siure den Wert [a}??= + 390°. 

Hiernach muBte sich die bildung schon von 0,5 °/, optisch 
aktiver Isocitronensiure aus Citrat einwandfrei erkennen lassen. 
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Die niiheren Angaben zu den Fig. 1—4 enthilt der Versuchstéil 


Als nun in entsprechender Weise Citronensiure—Enzymgemische 
auf ihr optisches Verhalten untersucht wurden ergab sich, dai 
die geringe Kigendrehung (meist Rechtsdrehung) der Enzymlosung 
in eine nach einigen Stunden konstante sehr viel stiirkere Links- 
drehung iiberging (Fig. 1). Aus dieser Drehung berechnete sic! 
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eine Isocitronensiurebildung von 10,2°/,. Der hiernach korri- 
sierte Wert fiir die spezifische Drehung des Isocitronensdure- 
molybdatkomplexes betrug + 428°, und hieraus berechnete sich 
in zweiter Annaherung ein Isocitratgehalt von 9,4°/, im Gleich- 
cewicht mit Citronensiure. 

Die Tatsache, daB die altbekannte und viel untersuchte 
Citronensiure im Kontakt mit allen méglichen tierischen und 
pilanzlichen Geweben und Gewebsextrakten sich in kurzer Zeit 
z 10°/, in eine bisher so gut wie unbekannte optisch aktive 
Verbindung umlagert, ist jedenfalls iiberraschend. Es mégen 
manche Bestimmungen von optischen Drehungen in citrathaltigen 
Lisungen durch die Bildung von Isocitronensaéure so in ihren 
Resultaten beeinflu8t worden sein. 


Der Verlauf der Wasseranlagerung an cis-Aconitsaure. 


Eine besondere Uberraschung brachte noch die optische 
Messung des Vorganges der Wasseranlagerung an die cis-Aconit- 
siure. Erwartet wurde ein gleichartiger, nur etwas beschleunigter 
Verlauf wie bei der Citronensiiure. Statt dessen zeigte sich, dai 
die Reaktion zuniichst nach der Seite der Isocitronensiure er- 
heblich tiber das Ziel hinausschof, bis annithernd 40°/, dieser 


a“ 
——EE ee ' 


aieinstoniehiasiarennisess — 


4 . Sa i 1 4 1 4 hie 4 A i 4 x on 
2h 4h 6h Bh ioh 22h 4gh 
Fig. 2 


Siure gebildet waren, dann umkehrte und langsamer auf das 
stabile Endgleichgewicht hinsteuerte (Fig. 2). 

Zum Verstiindnis dieser vom Standpunkt der chemischen 
Reaktionskinetik paradoxen Erscheinung muBten Uberlegungen 
herangezogen werden, wie sie v. Kuler’) fir einen 4&hnlich 


1) y. Euler, Chemie der Enzyme 1, 305 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVII. 3 
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gelagerten Fall — die hydrolytische Spaltung eines #-Methy|- 
glucosids nach Versuchen von Bourquelot — entwickelt har. 
Bei derartigen reversiblen Vorgingen von monomolekularem Rea\ 
tionstyp (die Konzentration des Wassers wird als konstant betrachtet!) 
k, 
AB + H,O  —-* AOH + BH 
ke 


sind die beiden Geschwindigkeitskonstanten k, und k, des Hin- und Riick.- 
, k, . oe 
laufes meBbar. Ihr Quotient —* ist bei rein chemischen Hydrolysen stet: 


k, 
Baus : __—- TAB)-[H, 0} 
 & >} ua y SK STé » y IAK = — Vac 
gleich K, der Gleichgewichtskonstanten der Reaktion K [AOH)(BH)’ “ 


auch bei den untersuchten biochemischen Gleichgewichten bisher in der 
Regel der Fall war. In dem betrachteten System hatte die Messung jedoch 


eine Gleichgewichtskonstante K = 0,25 ergeben, wahrend “3 = 1 war, und 
v. Euler schloB daraus auf eine Verschiedenheit der Fermentaffinitiit 
den beiden Komponenten des Systems im Verhiiltnis 1: 4. 

Ubertrigt man diese Vorstellungen, auf die im iibrigen nicht 
niher eingegangen werden kann, auf den Fall der cis-Aconitsiure, 
so ergibt sich folgendes Bild des Reaktionsverlaufes. Die Aconit- 
siure A. bildet zunaichst mit dem Ferment einen Komplex A.I’., 
welcher H,O anlagert zu dem Komplex Isocitronensiure— 
Ferment IF. oder Citronensiure—Ferment C.F’. Diese setzen sicli 
nun beiderseits ins Gleichgewicht mit freiem Ferment und freicr 
Saure LF. => I+ F. bzw. C.F. => C.+F. oder zerfallen riick- 
warts in A.F.+ H,O. Es konkurrieren also die drei Siuren um 
das Ferment. 


Wenn nun die Affinitéat der Aconitsiure zum Ferment gréber 
ist als die der beiden anderen Siiuren, siegt diese, solange sic 
in geniigender Menge vorhanden ist, in der Konkurrenz um (as 
Ferment; d.h. bei geniigend hoher Konzentration an A. sisticr'’ 
die Reversion des Wasseranlagerungsprozesses, weil das hier 
notige Ferment von der Aconitsiure in Beschlag genommen wir 
so lange, bis die Konzentration der Aconitsiure auf den Wert 
gesunken ist, der dem endgiiltigen Gleichgewicht entspricht. la 
es dabei zu einer anfanglichen Anhiufung von fast 40°/, Iso- 
citronensiure kommt, kann man folgern, daB die Wasscr- 
anlagerung in beiden Richtungen nahezu gleich schnell erfolgt 
und das endgiiltige Gleichgewichtsverhiltnis daher durch das 
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Verhaltnis der Geschwindigkeiten der Wasserabspaltung 
yestimmt wird. 

Diese hohe anfiangliche Bildung von 40°/, Isocitronensiiure 
ot nun auch die Méglichkeit zur bequemen Darstellung dieser 
physiologisch wichtigen Séaure. Man unterbricht einen Hy- 
dratisierungsansatz von cis-Aconitsiure im Augenblick der maxi- 
nalen Bildung von Isocitrat, fiihrt die in dem Gemisch der ent- 
standenen Siuren enthaltene Isocitronensiure in ihr Lacton iiber, 
und trennt schlieBlich aus den mittels Diazomethan erhaltenen 
stern den Lactonester durch Destillation ab. Man kann auch 
on reiner Citronensiiure ausgehen, mul dann aber den Hauptteil 
ier nicht umgelagerten Siure durch Krystallisation entfernen, ehe 
nan die Trennung iiber die Ester vornimmt. In beiden Fillen 
stimmte die erhaltene Isocitronensiure in allen Eigenschaften, 
‘iusbesondere den optischen, mit der von Nelson und Bruce?) 
us Brombeersaft isolierten iiberein. Auch die zuniichst nur 
indirekt bestimmte Drehung des Molybdatkomplexes konnte jetzt 
direkt gemessen werden, der gefundene Wert von [«])* = — 413° 
steht in guter Ubhereinstimmung mit dem _ berechneten Wert 
von — 428°, 

Der erérterte Verlauf der Hydratisierung der cis-Aconitsiure 
und die maBanalytisch und optisch bestimmten Werte fiir den 
Gleichgewichtsanteil der beiden isomeren Citronensiiuren machten 
es iiuBerst wahrscheinlich, daB die Aconitsiure tatsichlich nur 
zu einem minimalen Betrage von der GréSenordnung der Enzym- 
konzentration im Gleichgewicht vorhanden ist. Eine besondere 
Bestimmung etwa durch Lichtabsorptionsmessungen kam daher 
auch nicht in Frage. DaS sie sich indessen bei langer Ferment- 
einwirkung durch Umlagerung in die trans-Saure stahilisieren 
und in dieser Form anhiufen kann, zeigen iltere Versuche 
von Terada?’), welcher beim Abbau von Citronensiiure durch 
unbekannte Luftbakterien, nachdem deren Dehydrierungs- 
vermégen erschépft war, das Auftreten von trans-Aconitsiure 
xonstatiert hatte. 


Das Fermentsystem ,,Citrico-dehydrase“ 


Ks kann nach den gemachten Feststellungen wohl kein Zweifel 
ichr dariiber bestehen, daB das bisher als Citrico-dehydrase be- 


') E. K. Nelson, J. Amer. Chem. Soe. 47, 568 (1925): 52 2929 (1980): 
'. Bruce, ebenda 57, 1725 (19385). 
*) J. Pharm. Soe. Jap. 51, 697 (1925). 
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zeichnete Knzym in Wahrheit eine Isocitrico-dehydrase ist. Neber 
dieser eigentlichen Dehydrase mu8 daneben noch ein zweites, die 
Umlagerung der Citronensaéure besorgendes Enzym wirksam sei), 
seiner Funktion nach eine Hydratase. 

Es sprachen zunachst alle Beobachtungen dafiir, daB diese 
mit dem einzigen bisher bekannten, von der Zellstruktur ablis- 
baren Enzym dieser Art, der Fumarase, identisch sei. Alle iiber 
das Vorkommen der sehr verbreiteten Fumarase gemachten An- 
gaben lieBen sich auch mit cis-Aconitsiure bzw. Citronensiiure 
als Substrat bestitigen. Beiden Reaktionen gemeinsam ist der 
starke aktivierende Einflu8 von PO,-Ionen, die Resistenz gegen- 
iiber Enzymgiften wie Selenit oder Toluol und die lange Haltbar- 
keit wiBriger Enzymlésungen; das fiir die optischen Messunger 
verwandte Enzympriparat z. B. war ein 12 Wochen im Eisschrank 
aufbewahrter, ungepufferter Lebersaft mit Toluolzusatz. 


Vergleichende Versuche iiber die Hydratisierung von Fumar- 
siure und die Umlagerung von Citronensiure mit Enzymmateria! 
verschiedener Herkunft zeigten jedoch dann, daB zwei verschiedene. 
wenn auch ihnliche Enzyme existieren miissen. Ein wiBriger 
Extrakt aus Bohnensamen, der wie alle Pflanzenextrakte nur 
verhiltnismaBig schwach fumaratisch wirksam war, zeigte gegen- 
iiber Citrat eine vergleichsweise viel starkere Wirksamkeit, wihrend 
im Lebersaft die Aktivitat der fumarase diejenige der ,,Aconitase* 
bei weitem iibertraf (Fig. 3 u. 4). 


Die Ahnlichkeit der beiden Enzyme liBt daran denken, dab 
vielleicht beide die gleiche oder sehr ihnliche Wirkungsgruppe 
an verschiedene Tragerproteine gebunden enthalten. Vielleicht 
vermag die Auffindung einer zweiten Hydratase unsere Kenntnisse 
iiber die Konstitution und Wirkungsweise dieser Gruppe von 
Enzymen zu fordern, iiber die wir bisher so gut wie nichts wissen 
und deren Bedeutung fiir den intermediiren Stoffwechsel dabei 
doch sehr groB ist. 

Durch den Nachweis der iiberall anzutreffenden Aconitase 
und der durch sie bewirkten Umlagerung der Citronensiure war 
nicht nur das neue Abbauschema als nunmehr vollkommen be- 
wiesen zu betrachten, sondern es war auch sehr wahrscheinlich 
geworden, daB dieses tatsachlich den einzigen Weg des Abbaues 
der Citronensiure darstellt. Es mufSten daher die mit diesem 
nicht zu vereinbarenden Angaben anderer Autoren nachgepriilt 


werden. 
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Kine besondere Stellung nimmt dabei die Untersuchung von 
Reichel und Neef?) ein, da sie mit dem auch von mir ver- 
wandten Leberenzym Acetondicarbonsiiure und Ameisensiiure als 
Abbauprodukte fanden. Da die Acetondicarbonsiure von ihnen 
pur nach der Methode von Jolles als Aceton bestimmt wurde 
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Die Citratkurven in Fig. 3 und 4 sind 10 fach iiberhoht! 
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Fig. 4 


') Diese Z. 240, 163 (1936). 
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und diese Methode auf der Bindung von Bisulfit durch Keto- 
sruppen beruht, diirfen diese Bestimmungen ebenso gut als Be- 
stitigung meines Nachweises der «-Ketoglutarsiure betrachtet 
werden, welche ja ebenfalls mit Bisulfit reagiert. Sehr interessant 
vire es gewesen, wenn sich die Bildung von Ameisensiiure hitte 
vestitigen lassen. Sie wire nur zu erkliéren gewesen durch einen 
Zerfall der a-Ketoglutarsiure in Bernsteinsiiure und Ameisensiiure. 
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Kin derartiger Abbau von «-Ketoséuren an Stelle der car). 
oxylatischen Spaltung ist beim Studium des Stoffwechsels voy 
Bakterien bereits mehrfach beobachtet worden. In mehreren, nac! 
den Angaben von Reichel gemachten Versuchen konnte jedoc! 
weder nach der alten Methode von Riesser noch nach « 
neueren yon Droller Ameisensiiure in wesentlichen, den Kontroll- 
versuch iibersteigenden Mengen gefunden werden. Es muB dem- 
nach diesen Angaben wohl ein Versuchsfehler zugrunde liege, 


{twas anderes ist es mit der schon erwahnten, von ver- 
schiedenen Autoren beobachteten Bildung von nahezu zwei Mole- 
kiilen Essigsiure beim Citratabbau durch Bakterien und de: 
hierbei festgestellten Auftreten von Aceton in gréBerer Menge. 

Ks ist jedoch auch méglich, die Bildung dieser Stoffe ihre 
Art und Menge nach iiber Isocitronensiiure und «-Ketoglutarsiiu 
aus Citronensiure abzuleiten. Um von 1 zunichst enstander 
gedachten Molekiil @-Ketoglutarsiure zu 2 Molekiilen Essigsiiur 
bzw. 1 Molekiil Aceton zu gelangen, bieten sich der Betrachtuns 
mehrere Méglichkeiten. 

«-Ketoglutarsiiure geht, wie Weil-Malherbe’) sowie Green: 
gezeigt haben, durch Reduktion leicht in «-Oxyglutarsiiure iib 
Diese Siiure spaltet leicht — schon beim Erhitzen auf 100° 
Wasser ab unter Bildung von Glutaconsiure. An diese laift sicli. 
wie Dakin gezeigt hat, enzymatisch Wasser anlagern unter Bildung 
von /-Oxyglutarsiure, deren weiterer Abbau zu Aceton od 
2 Molekiilen Essigsiure fiihren wiirde. Hypothetisch ist hier! 
nur die Wasserabspaltung aus der q@-Oxyglutarsiiure, die 
enzymatischem Wege bisher nicht durchgefiihrt werden konn‘ 
Indessen kénnte eine lebende Bakterienzelle zur Durchfiihrung 
einer solchen Reaktion doch fihig sein. 

Durch die eingangs bereits erwihnten Arbeiten von vy. Eulk 
Adler und anderen iiber die reversible Bildung von Glutamin- 
siure aus @-Ketoglutarsiiure hat jetzt aber auch eine ande: 
Méglichkeit, die Acetonbildung aus Citronensiure zu_ erklire: 
sehr an Wahrscheinlichkeit gewonnen. Bei den Versuchen, 1 
denen Citronensiiure durch Bakterien abgebaut wurde, war stets 
Ammoniak, z. T. sogar in groBer Menge, zugegen und damit di 
Voraussetzung zur Bildung von Glutaminséure gegeben. Dies 
liefert aber nach Neuberg®) bei der Fiiulnis in hoher Ausbeut: 


') Biochemie. J. 31, 2202 (19387). *) Biochemie. J. 31, 2827 (1937 
3) C. Neuberg, Biochem. Z. 13, 299 (1908). 
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Buttersiiure, aus welcher dann weiterhin sowohl Essigsiure wie 
auch Aceton entstehen kénnen. Da auch in ,ruhenden Bakterien“ 
B. coli, B. prodigiosus, B. pyocyaneus) der Nachweis von Aconitase 
cefiihrt werden konnte, ist es zum mindesten sehr wahrscheinlich, 
laB nicht nur im Tierkérper, sondern auch in der Bakterienzelle 


Ac 


der Citratabbau iiber Isocitronensiiure—Ketoglutarsiiure verliuft. 


In einer soeben erschienenen Arbeit iiber ,,die anaerobe Vergiirung 
Citronensiiure durch Bakterien“ zieht M. Deffner') aus einer Reihe 
von Stoffwechselbilanzen den Schlub, daB in den untersuchten [illen ein 
direkter Zerfall der Citronensiure in Oxalessigsiure und Essigsiiure statt- 
finde. Sein dort gemachter Einwand, daB Isocitronensiure nicht Intermediir- 
produkt des Abbaus sein kénne, da sie langsamer abgebaut wiirde als 
Citronensiure, ist aber nicht stichhaltig, da zu den Versuchen nur die 
cemische Siure verwandt wurde und die 50°/, der unnatiirlichen Form 
ieser Siiure nicht nur unangegriffen bleiben, sondern vermutlich eine stark 
emmende Wirkung ausiiben; auch kénnen natiirlich selbst einwandfreie 
efunde an Bakterien nichts gegen den Abbau im Tierkérper aussagen. 


Versuehsteil 


Die Bestimmung der Citronensiiure wurde in folgender Weise 
durehgefiihrt: Die mit Trichloressigsiiure oder p-Toluol-sulfosiure ent 
ciweiBte Lésung (etwa 80 ccm) wurde mit 10 ccm Schwefelsiure 1:1 und 

3 cem gesittigter KBr-Lisung versetzt und unter Kiihlung mit Eiswasser 
viel gesittigte Permanganatlisung zugefiigt, bis die Permanganatfarbe 
,Stunde bestehen blieb. Dann wurde mit tiberschiissiger KBr-Lésung der 
Sraunstein reduziert, etwas Asbest hinzugefiigt und nach 24stiindigem 
‘tehen im Eisschrank das Pentabromaceton nach Kometiani titriert. Mit 
inen Citratlésungen wurden so sehr genaue Werte erhalten, mit eiweib 
ichen Enzymlisungen jedoch z. T. sehr starke Schwankungen beobachtet, 
lie besonders deutlich bei mehrfacher Wiederholung desselben Versuches 
‘rvortraten. 

Die zu den Versuchen verwandte cis-Aconitsiiure wurde als Anhydrid 
ngewogen und dieses durch Zusatz der berechneten Menge Alkali auf 
-espalten. Die Isocitronensiiure wurde als Lacton in gleicher Weise ver 
wandt. [Schmelzpunkt des Lactons nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus 
Ussigester—Petrolither = 164°, nicht 120—130°, wie Wislicenus’) angibt. 


Einstellung des Citronensauregleichgewichtes — a) mit ruhenden 
Bakterien. Ansatz: 1,92 ¢ neutralisierte Citronensiure, 15 cem m/15-Phos 
phat py = 7,4, 15 ecem Bakteriensuspension*) (B. prodigiosus), Gesamt- 
volumen = 50 ecm. Der Citronensiiuregehalt der i. V. aufbewahrten Mischung 
betrug nach 2 Tagen 86°,, 4 Tagen 74°/,, 5 Tagen 67°/,, 6 Tagen 61°/,. 
in analoger Versuch mit Isocitronensiiure ergab nach 1 Tag 23°/,, 3 Tagen 

"9, 7 Tagen 26°/, Citronensiiure. 


) M. Deffner, Liebigs Ann. 536, 44 (1938). 
Liebigs Ann. 285, 9 (1895). 
) Quastel in Oppenheimer, Methodik der Fermente 8. 1154 (1929). 
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b) mit Muskelbrei. 0,39 g.cis-Aconitsiureanhydrid mit NaOH ney 
tralisiert, 25g Muskelbrei (Kaninchen), 5cem 0,4 m-Na,SeO, wurden mit Phos. 
phatpuffer py = 6,9 auf 100 cem aufgefiillt. Es waren gebildet nach 60 Mi- 
nuten 37,8°/,, 120 Minuten 79,0°/,, 170 Minuten 85,5°/,, 300 Minuten 100 
Citronensiure. 

c) mit Gurkensamenenzym nach Thunberg [Biochem. Z. 206. 
109 (1929)}. Je 0,078 g cis-Aconitsiureanhydrid mit KOH _ neutralisier 
wurden mit je 25 cem Enzymlésung, B unter Zusatz von 0,5 ccm 1 m-NaSe(), 
iiber Nacht stehen gelassen. 


Es waren gebildet in A (ohne Selenit) 85,5°/, Citrat 
B (mit Selenit) 91,1°/, Citrat. 


d) mit Lebersaft (mach K. P. Jakobsohn, Biochem. Z. 261, 271 
(1933)]. 0,624 g Aconitsiiureanhydrid, 40 cem m/2-Phosphat py = 6,8, 
50 ccm Lebersaft, Gesamtvolumen = 100 ccm, Zusatz yon Toluol. Es wurden 
gefunden nach 30 Minuten 44°/,, 1 Stunde 61°/,, 2 Stunden 69,5°/,, 8 Stunden 
92°/, d. Th. an Citronensiure. 

e) und f) mit Leberbrei und einem sehr eiweiBreichen Phosphat- 
extrakt aus Bohnensamen wurden in entsprechender Weise Werte erhalten, 
die durchweg zu hoch waren und zeigten, da’ auf diese Weise eine aus 
reichende Genauigkeit nicht zu erreichen war. 


Isocitronensaure mit Leberbrei. 0,696 g Isocitronensiurelacton mit 
KOH neutralisiert, 20 g Rindsleberbrei, 70 cem m/15-Phosphat py = 6,3. 
Gesamtvolumen = 100 cem. Toluolzusatz. T = 37°. Gefundene Citronen- 
siure nach 2 Stunden 44,5°/,, 31/, Stunden 45°/,, 6 Stunden 50,8°/,, 18 Stun- 
den 40°/,. 


Bestimmung der spezifischen Drehung des Isocitronensaure- 
Molybdatkomplexes. Die Bestimmungen der optischen Drehungen wurden 
stets in folgender Weise ausgefiihrt: 5 ccm der zu messenden Lésung 
wurden mit 0,5 cem Eisessig und 4,5 cem gesiittigter Ammoniummolybdat 
lésung versetzt, filtriert und sofort im 2 dem-Rohr die Drehung abgelesen. 
Als Lichtquelle diente eine Osram-Natrium-Lampe. 

0,348 g Isocitronensiiurelacton wurden mit NaOH neutralisiert und mit 
5 ecm Lebersaft versetzt. Gesamtvolumen = 10cem. Nach 15stiindiger 
Aufbewahrung bei 37° maB man eine Drehung von + 7,68°. Eine Kon- 
trolle drehte um + 0,52°. 


Die Berechnung der spezifischen Drehung nach der Formel [«}p = — = 


erfolgte unter der Annahme einer genau 50°/,igen Umlagerung der Iso- 
citronensiure und ergab den Wert: [a]?° = + 374°. Weitere Bestimmungen 
ergaben die Werte: + 418°, + 384°, + 386° (mit Leberbrei), + 384°, im 
Mittel also + 390°. 


Die Umlagerung der Citronensaure. Die abgelesenen Drehwerte 
eines Versuches sind auf S. 82 in Kurvenform wiedergegeben. Dieser An 
satz enthielt: 3,84 g Citronensiiure (K-Salz), 50 eem Lebersaft, 20 ccm m/2- 
Phosphat py = 7,0. Gesamtvolumen = 100 ccm, T = 37° Die Enddrehungen 
eines Ansatzes ohne Phosphatpuffer betrugen im Mittel — 2,56°, um die 
Eigendrehung von + 0,52° korrigiert, — 3,08°. Hieraus berechnet sich, 
wenn man den Wert von + 390° fiir die Berechnung zugrunde legt, ein: 
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punkt 153° (unscharf). Drehung des Molybdatkomplexes: 0,0980 ¢ 
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Umwandlung von 10,2°/, der Citronensiiure in optisch aktive Isocitronen- 
siure. Korrigiert man hiernach den Wert fiir die spezifische Drehung 
des Molybdatkomplexes in der oben gemachten Berechnung, so erhiilt 
nan: [a]2° = + 428° (der unnatiirlichen Form der Isocitronensiure) und ent- 
sprechend fiir die Umwandlung der Citronensiiure in zweiter Anniiherung 
den Wert: 9,4 °/o. 

Darstellung der optisch aktiven Isocitronensiure. Der Versuchs- 
ansatz, der der in Fig. 2 dargestellten Messung des Verlaufes der 
Hydratisierung der cis-Aconitsiure zugrunde liegt, enthielt in 
500 ccm: 23,4 g mit KOH neutralisiertes cis-Aconitsiureanhydrid, 
250 ccm Lebersaft, keinen Puffer, T = 37° 

Die zur praparativen Darstellung verwandten Ansiitze ent- 
hielten z. B. 32 g cis-Aconitsiureanhydrid, das mit Soda neu- 
tralisiert wurde, 600 ccm Lebersaft, 100 com m/2-Phosphat p,, =6,8. 
Gesamtvolumen: 1000 ccm. Als die optische Drehung der Lésung 
keine Zunahme mehr zeigte, wurde die Reaktion durch Aufkochen 
unterbrochen, das koagulierte Eiwei8 abfiltriert und das Filtrat 
bei neutraler Reaktion mit gesittigter Bleiacetatlésung versetzt. 
Die erhaltenen Bleisalze wurden mit Schwefelsiure zerlegt, der 
Rest des Bleis mit H,S entfernt und das durch Kindampfen i. V. 
erhaltene Sauregemisch mehrere Stunden zur Lactonisierung der 
[socitronensiure i. V. auf 100° erhitzt. Da bei Veresterungs- 
versuchen mit Methanol—HCl der Lactonring z. T. aufgespalten 
wurde, wurden die Siuren mit itherischer Diazomethanlisung in 
die Methylester iiberfiihrt. Der bei der Destillation zwischen 
[80 und 200° (18—20 mm) iibergehende Teil war fast reiner Iso- 
citronensdurelactonester, der durch Krystallisation aus Methanol 
vanz rein erhalten werden konnte. Schmelzp. 106—107° (Nelson 
und Bruce: 106—107". 

0,1741 g in 10 ccm Dioxan ap = — 2,16°; [ap)*®=— 61,5° (Bruce: 
\lethylester des Isocitronensiurelactones aus Brombeersaft {o]?° = — 65,3°). 

Die Ausbeute an reinem Ester schwankte, da bei der Destil- 
lation Verluste nicht zu vermeiden waren. Diese waren besonders 
erob, wenn das Gemisch der Siiuren noch etwas Aconitsiure ent- 
hielt, die mit Diazomethan ein sich bei der Destillation zer- 
setzendes, N-haltiges Anlagerungsprodukt bildete. 

Das freie Isocitronensiurelacton wurde aus dem Ester durch 
istiindiges Kochen mit 1n-HCl erhalten; der durch EKindampfen 
.V. erhaltene Riickstand wurde beim Stehen im Exsiccator fest 
und dann aus Essigester—Petrolither umkrystallisiert. Schmelz- 
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Lacton wurden mit 1ln-NaOH oneutralisiert, 5 ccm gesiattigte 
Ammoniummolybdatlésung und 0,5 ccm Hisessig zugefiigt und au: 
10 com aufgefillt. a = — 8,94°, [a]? =— 413° 


Die Darstellung der Isocitronensiure aus Citronensiiure erfolgt: 
entsprechender Weise. Ein gréBerer Ansatz mit 96 g Citronensiiure wurd 
durch Leberenzym umgelagert, die Hauptmenge der nicht umgelagerte: 
Citronensiiure dann durch Krystallisation entfernt. Trotzdem war 
Trennung der isomeren Siiuren hierbei schwieriger und die Ausbeute 
reiner aktiver Isocitronensiiure geringer. Zur Darstellung dieser Si 
empfiehlt sich daher dieses Verfahren nicht. 


Vergleich der Wirksamkeit von Leberenzym und Enzym aus 
Bohnensamen gegeniber Fumarat und Citrat. Die den in Fig. 3 d 
gestellten Kurven zugrunde liegenden Messungen der optischen Dreh 
wurden mit Lésungen ausgefiihrt, welche enthielten: 1. 15 cem m/2-Phosp!| 
Pir = 6,8: 3,0 ccm Lebersaft; 1,92 g Citronensiiure als K-Salz; Gesam' 
volumen = 50 cem. 2. Wie 1., nur statt der Citronensiiure 1,16 g¢ Fuma: 
siiure, ebenfalls als K-Salz. 

Die Enzymloésungen fiir die in Fig. 4 wiedergegebenen Kurven wa: 
aus fein gemahlenem Buschbohnensamen gewonnen worden, von dem 4' 
wihrend 2 Stunden bei Zimmertemperatur mit 100 cem Wasser extrahieri 
der Extrakt dann durch Mull filtriert und zentrifugiert worden war. Di 
Ansiitze enthielten hiervon je 20 cem; ferner je 10 cem m/2-Phosphat 
Py = 6,8; auBerdem 1. 1,92 g Citronensiiure als K-Salz, 2. 1,16 g Fun 
siiure als K-Salz. Gesamtvolumen 50 ccm. 
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Untersuchungen tiber das Protoplasma griiner Pflanzenzellen 


I. Isolierung von Chloroplasten aus Spinatblattern 


Von 
Wilhelm Menke 


Aus dem Pflanzenphysiologischen Institut der Universitat Berlin-Dahlen 


(Der Schriftleitung zugegangen am 23. November 1938) 


Als Grundlage einer eingehenden chemischen Analyse des 
otoplasmas griiner Pflanzenzellen wurde, ausgehend von den 
eobachtungen und Versuchen von Noack?), ein Verfahren aus- 
arbeitet, das es gestattet, die Substanzen der wichtigsten Organe 
er Blattzellen von Spinacia oleracea getrennt darzustellen ode) 


in bestimmten Fraktionen anzureichern?), Dieses Verfahren beruht 
larauf, aus wiBrigen Extrakten die Substanzen auf Grund ilre: 
verschiedenen physikalisch-chemischen Kigenschaften, wie spezi- 
tisches Gewicht, Aussalzbarkeit, isoelektrischer Punkt, fraktioniert 


zuscheiden. Nach Entfernen der spezitisch schwereren Zellkern- 
bstanz*) wurde dabei vor allem auf eine quantitative Abtrennung 
r Chloroplasten von der Cytoplasmasubstanz hingearbeitet. Da 
i diesem Arbeitsgang die morphologischen Strukturen der Zell- 
sane zerstért werden, kann bezweifelt werden, dab die Frak- 
men tatsiichlich ihrer Hauptmenge nach aus den Substanzen 
r betreffenden Organe bestehen ‘). 

Kin solcher EKinwand kann aber eindeutig entkriiftet werden, 
enn es gelingt, unzerstérte Chloroplasten in einer fiir die Analyse 
isreichenden Menge zu isolieren. Durch Vergleich der Zu- 
mmensetzung isolierter Chloroplasten mit der nach friiherem 

!) Biochem. Z. 183, 135 (1927). 


*) W. Menke, Z. Bot. 32, 273 (1987). 
)} Auch von M. Behrens, Abderhaldens Biolog. Arbeitsmethoden, 


, I. 10 (1938) wurde ein Trennungsverfahren fiir Zellkerne und Cytoplasma 
if Grund ihres spezifischen Gewichtes angegeben, wobei von trockenem 
\‘laterial ausgegangen wurde. 


*) Nach AbschluB dieser Arbeit erschien eine Mitteilung von. Granick, 


\mer. J. of Bot. 26, 561 (1938), in der dieser Einwand erhoben und eben- 
‘alls tiber eine Isolierung von Chloroplasten aus Tabak- und Tomaten- 
puittern berichtet wird. 
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Verfahren dargestellten Chloroplastensubstanz liBt sich dann 
nachweisen, inwieweit die Chloroplastensubstanz, die ohne 
Schwierigkeit in gréBerer Menge gewonnen werden kann, fiir die 
Ermittlung der chemischen Zusammensetzung der Chloroplasten 
geeignet ist. Unter Zugrundelegung unserer Erfahrungen iibe: 
die Stabilitit der Chloroplasten in Lésungen von _ bestimmte: 
Aziditit wurde daher eine Isolierung und Analyse von Chloro- 
plasten durchgefiihrt, die im Prinzip wie folgt vor sich geht: 

Mit der Dreiwalzenmiihle ist bei geeigneter Walzenstelluny 
ein mechanischer AufschluB der Zellen méglich, bei dem ein 
Teil der Chloroplasten erhalten bleibt. Der durch Abpressen ge- 
wonnene Extrakt wurde zur Abscheidung von Zellwandbruchstiicken, 
Zellkernsubstanz und nicht zerstérten Chloroplasten zentrifugiert, 
der Bodensatz in 3/,, mol. Lésung von primirem Kaliumphosphat 
aufgenommen und zur Entfernung spezifisch schwererer Fremd- 
substanzen bei niedriger Tourenzahl und darauf zur Abscheidung 
der Chloroplasten bei hoher Umdrehungszahl! zentrifugiert. Das 
Sediment besteht, wie die mikroskopische Priifung zeigt, fast aus- 
schlieBlich aus Chloroplasten (~ 99°/,) und gréBeren Bruchstiicken 
von solchen. Sie zeigen zwar bei starkerer VergréBerung gewisse 
Veriinderungen, sind aber noch negativ einachsig doppelbrechend, 
wobei die Starke der Doppelbrechung wie hiufig bei Chloroplasten 
in toten Zellen erhéht ist®*). 

Die Ausbeuten betrugen 200—500 mg Chloroplasten aus 1 kg 
frischen Blattmaterials, das sind etwa 1—2°/, der im Ausgangs- 
material vorhandenen Chloroplasten. 

Die quantitative Analyse, die sich auf die Bestimmung der 
Menge der itherléslichen Komponenten, des Stickstoffgehaltes 
und der Asche bezog, zeigte folgendes Ergebnis: 


Tabelle 1 





EiweiB (N-6,25). . | 48,2 | 47,3 | 49,3 | 482 | 45,5 47,7 
Lipoide. . .... | 37,8 39.4 | 36,9 | 36,3 | 37,2 87,4 
Asche Pabdbla he 7,0 8,0 7,6 8,5 1,8 
Ss. «06 Riectes 6,8 6,3 5,8 7,9 8,8 11 


°) W. Menke, Kolloid-Z. 83, 256 (1938). 
*) Herr Dr. A. Pirson untersuchte manometrisch den Gaswechse! 
von isolierten Chloroplasten. Sie waren unter den gewihlten Versuchs- 
bedingungen nicht mehr zur Photosynthese fiihig, zeigten aber einen durch 
Licht gesteigerten Sauerstoffverbrauch (Photooxydation). 
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Da die Analysen gegeniiber den bei Chloroplastensubstanz 
ermittelten Werten einen héheren Gehalt an Lipoiden und einen 
ceringeren an Kiwei8 ergaben, wurde mit gleichwertigem Material 
zum Vergleich Chloroplastensubstanz hergestellt und in gleicher 
Weise analysiert (Tab. 2). 

Tabelle 2 





o/, | 1 | 2 | Mittel 
EiweiB (N-6,25)..... 58,0 54,8 56,4 
Lipoide See toa ae 32,2 31,5 31,9 
Asche .. . 4,7 4,6 4,7 
ae 5,1 9,1 7,1 


Die damit bestitigte Differenz in der Zusammensetzung von 
Chloroplasten und Chloroplastensubstanz zeigt, da8 in der Chloro- 
plastensubstanz etwa 15°/, Cytoplasmasubstanz enthalten sind. 
Somit miissen auch die friher angegebenen Zahlen iiber das 
Mengenverhiltnis von Cytoplasmasubstanz zu Chloroplastensub- 
stanz (13,5:21,1°/,) im Blatt korrigiert werden, und es ergibt sich, 
bezogen auf trockéne Substanzen, 17,9°/, Chloroplastensubstanz 
und 16,7°/, Cytoplasmasubstanz. 

Die EiweiBfraktion der Chloroplasten besteht im Gegensatz 
zum KiweiB des Cytoplasmas, das ein Glutelin ist, zum gréBten 
Teil (~ 80°/,) aus einem in Wasser, verdiinnten Salzlésungen, 
verdiinnten Sauren und Alkali unldéslichen KiweiBkérper mit 
14,6°/0 N, der jedoch Neigung zeigt, in 50—60°/,igem Alkohol 
bei geringem Uberschu8 von OH- lees in Lésung zu gehen. Es 
besteht wohl kein Zweifel, daB Osborne und Wakeman’) und 
spiter Chibnall und Mitarbeiter’) ihnliche Praparate in Hinden 
gehabt haben, wobei unser CytoplasmaeiweiB ihrem ldslichen 
Protein und das ChloroplasteneiweiB der nicht niher untersuchten, 
unléslichen EiweiBfraktion entspricht. Das Chloroplasteneiweif 
ist offenbar nicht einheitlich, sondern ein vielleicht erst bei der 
Aufarbeitung entstandener ,,Komplex“, in dem sich wohl Kohlen- 
hydrate, aber kein Phosphor nachweisen li8t. Im Sinne von 
Reinke®) miiBte es als Plastin bezeichnet werden. Aus den von 
Lipoiden befreiten Chloroplasten kann auSerdem durch Extraktion 
mit Wasser bei geringem UberschuB von OH-Ionen ein phosphor- 


”) J. of Biol. Chem. 42, 1 (1920). 
*) J. of Biol. Chem. 61, 303 (1924); Biochemic. J. 20, 108 (1926). 
*) Vgl. A. Kiesel, Chemie des Protoplasmas, Berlin (1930). 
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haltiger EiweiBkérper extrahiert und durch Ans&iuern wieder aus- 
gefallt werden. Der Phosphor gehért einer Nucleinsiure an (Pen- 
tosenucleinsdure), die danach im Chloroplasten und nicht im 
Cytoplasma’®) lokalisiert zu sein scheint, woriiber in einer weitere 
Mitteilung berichtet werden soll. Die KiweiBfraktion der Chloro- 
plastensubstanz hat die gleichen Kigenschaften, enthalt aber eine 
entsprechend gréBere Menge alkaliléslichen EiweiBes. 

Von einer weiteren Charakterisierung des Chloroplasten- 
eiweiBes und seiner Léslichkeitsverhiltnisse wurde abgesehen, 
da es gelang, die Lipoide aus den Chloroplasten in Kilte ohne 
Denaturierung des KiweiBes und unter Erhaltung der Fermente 
zu entfernen. 

Die itherlésliche Fraktion der Chloroplasten ist ein kompli- 
ziert zusammengesetztes Gemisch, das neben den Chloroplasten- 
farbstoffen aus Fettsiiuren, Glyceriden, Phosphatiden, Sterinen, 
Kohlenwasserstoffen und wachsartigen Komponenten besteht, iiber 
die im einzelnen spiter berichtet werden soll. Der Rest beste 
aus Aschebestandteilen, Kohlenhydraten und unbekannten Su 
stanzen. 

Durch das geschilderte Verfahren war es somit méglich nach- 
zuweisen, daB zwar einerseits die Chloroplastensubstanz und damit 
auch die Cytoplasmasubstanz tatsiichlich zum gréBten Teil aus 
den Substanzen der betreffenden Zellorgane bestehen, daB abei 
anderseits in der Chloroplastensubstanz eine nicht zu vernach- 
lassigende Menge Cytoplasmasubstanz enthalten ist. Das Ver- 
fahren, Chloroplasten zu isolieren, das sicherlich seinerseits noch 
verbessert und der jeweiligen Fragestellung angepaBt werden kann, 
fiihrt aber zu Ausbeuten, die fiir eine eingehendere Analyse nicht 
ausreichen. Es wird aber méglich sein, die an Chloroplasten- 
substanz gefundenen Ergebnisse an isolierten Chloroplasten zu 
bestiitigen und zu korrigieren. 


. 
Nt 
7 
I)- 


} 


Die Versuche wurden mit Unterstiitzung der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft ausgefiihrt. 


Experimenteller Teil 


I. Darstellung der Chloroplasten. 1—2kg méglichst stiirkefreicr 
Blitter von Spinacia oleracea ,,K6nig von Diinemark“ wurden nach grind 
lichem Waschen mit einer Dreiwalzenmiihle zermahlen, das Mahlgut mi‘ 
Hilie eines Koliertuches abgepreBt und der PreBsaft 30 Minuten be! 


10) M. Behrens, Diese Z. 283, 185 (1938). 
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3700 Umdrehungen (r = 26 cm) zentrifugiert. Das Sediment wurde in 50 bis 
100 cem 3/,, mol. Lésung von primirem Kaliumphosphat aufgenommen, 
5 Minuten bei 1500 Umdrehungen (r = 10 cm) zentrifugiert und der Boden- 
satz verworfen. Aus der iiberstehenden Lésung wurden nun bei voller 
Tourenzahl (30 Minuten bei 3500 Umdrehungen r = 10 ccm), die Chloro- 
plasten abgeschieden. Durch leichtes Schwenken des Zentrifugenglases 
wurde dann die oberste Schicht des Sedimentes aufgewirbelt und mit der 
iberstehenden Flissigkeit verworfen. Das Sediment wurde abermals mit 
20—40 cem Phosphatlésung aufgenommen und 1 Stunde im Spitzréhrchen 
yei 6000—7000 Umdrehungen (r = 8 em) zentrifugiert. Der mittlere Teil 
des Sedimentes wurde weiterverarbeitet. Der ganze Arbeitsgang stand 
iauernd unter mikroskopischer Kontrolle. 

Die Trocknung wurde unter Vereisung im Vakuum von 2 mm Queck- 
silber vorgenommen, wodurch einerseits eine Veriinderung der Substanzen 

uf ein Minimum herabgedriickt, anderseits dieselben in eine fiir die Extrak- 
n der Lipoide giinstige Form iibergefiihrt wurden. 

Die Chloroplastensubstanz wurde in der schon friiher ausfihrlich be- 
schriebenen Weise*) durch Einleiten von Kohlendioxyd in wiBrige Blatt- 
xtrakte und Abfiltrieren gewonnen. 

Die Versuche 1 und 2 wurden im Oktober 1937, die iibrigen im 
Mai 1938 durchgefiihrt. 

II. Analyse der Chloroplasten und Chloroplastensubstanz. Etwa 
500 mg getrockneter Chloroplasten wurden bis zur Ersch3pfung zunichst 
mit trocknem, peroxydfreiem Ather (48 Stunden) und darauf mit Ather- 
Alkohol 1:3 (48 Stunden) im Extraktionsapparat nach Haanen und Badun 
Schott) extrahiert. Die Lésungsmittel wurden vertrieben, der Ather—Alkohol- 
Extrakt mit Ather aufgenommen, filtriert und der Ather abdestilliert. Die 
Riickstiinde wurden nach Trocknung im Vakuum (2 mm Hg) gewogen. 


Tabelle 3 





‘hs Bs URES, 
Atherextrakt .. . 4 29,8 30,0 28,4 29,2 29,1 
\ther-Alkoholextrakt 7,5 9,4 8,5 7,1 8,1 


In den von Lipoiden befreiten Riickstinden wurde der Stickstoff nach 
Mikro-Kjeldahl [Einwage lufttrocken, Veraschungsverfahren mit Jodwasser- 
stofisiure nach A. Friedrich")] bestimmt. Der Wassergehalt der Substanz 
wurde im Hochvakuum-Mikroexsiccator festgestellt und die dazu im Platin- 
schiffehen eingewogene Substanz zur Bestimmung des Aschegehaltes ver- 


brannt. Tab. 4 enthalt die Stickstoff- und Aschegehalte. 








Tabelle 4 
: — — | — — L. | a hn - | — Pt — | = = = = | — eae = 
7 & & ees 12,3 12,5 12,5 12,1 11,6 
Asche 12,2 11,6 12,6 12,0 13,6 





— Pregl u. Roth, Die quantitative organische Mikroanalyse, Berlin 
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Aus dem Stickstoffgehalt wurde durch Maltiplikation mit 6,25 der 
Eiweibgehalt berechnet, wozu bemerkt werden muB, daB die so erhaltenen 
Zahlen nur Niherungswerte darstellen, da eine geringe Menge Nichteiweif.- 
Stickstoff mitbestimmt wurde, und da der wirkliche Stickstoffgehalt des 
ChloroplasteneiweiBes nicht bekannt ist. Tab. 1 enthilt die auf lipoidhaltige 
Ausgangssubstanz berechneten Zahlen. Die Analyse der Chloroplastensub 
stanz wurde in derselben Weise vorgenommen und hatte folgendes Ergebnis: 


Tabelle 5 














“fo j 3 | I ‘| 1 | 2? 
Atherextrakt . -— 23,9 22,5 13,7 12,8 
Ather-Alkoholextrakt . 8,3 9,0 ie 6,9 6,8 


Die noch tbrig gebliebenen extrahierten Chloroplasten einerseits und 
die Chloroplastensubstanzen anderseits wurden vereinigt und ihr Phosphor. 
gehalt nach Pregl-Lieb bestimmt. Die extrahierte Chloroplastensubstanz 
enthielt 0,51°/, P, die isolierten Chloroplasten 2,14°/, P, ein Wert, der mit 
dem ersteren wegen der Behandlung mit Phosphatlésung nicht vergleich- 
bar ist. 

Darauf wurden die Substanzen auf einem Glasfiltertiegel mit destil- 
liertem Wasser gewaschen. Es gingen von den Chloroplasten 15 °/, in Lésung, 
von der Chloroplastensubstanz 10°/, In n/100-Natronlauge gingen weitere 
22°/, der Chloroplasten und 30°/, der Chloroplastensubstanz in Lésung. 
Die ungelésten Anteile enthielten 14,6 bzw. 14,5°/, N. Phosphor war nicht 
mehr nachzuweisen, wohl aber Kohlenhydrate (keine Pentose). Aus den 
Extrakten lie8 sich ein phosphor- und pentosehaltiger Eiwei8kérper (Nucleo- 
proteid) mit 0,7°/, P durch Ansiiuern ausfillen. 










